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Estudo retrospetivo sobre Tremor Epizodtico em Portugal

Resumo

O tremor epizodtico (TE) é uma encefalopatia espongiforme transmissivel (EET) que ocorre
naturalmente em ovinos, caprinos e mufldes. E uma doenca conhecida ha mais de 250 anos.
Caracteriza-se pela acumulacéo da isoforma patoldgica- proteina pridnica resistente (PrP™ ou
PrP*) de uma proteina fisioldgica do hospedeiro- proteina pridnica celular (PrP°) no sistema
nervoso central, conduzindo a progressiva neurodegeneracao e morte. O tremor epizod6tico ou
scrapie, representa o protétipo das doencas pridnicas. Existem dois tipos de scrapie
classificados até a data, o scrapie classico e o scrapie atipico/Nor98. A suscetibilidade a
qualquer dos tipos de scrapie é determinada por polimorfismos do gene priénico.

O scrapie classico é uma doenca infecciosa sendo que o scrapie atipico/Nor98 é visto como
uma doenca de ocorréncia esporadica e dependente da mudanca espontanea de conformacéo
da proteina pridnica. O tipo de scrapie mais prevalente em Portugal é o scrapie atipico/Nor98.
Assim, elaborou-se o presente estudo retrospetivo com o intuito de determinar o potencial de
ocorréncia de scrapie no nosso pais entre 1995 e 2002, examinando, pela técnica de
imunohistoquimica (IHQ), amostras de tecido nervoso de pequenos ruminantes arquivadas no
Laboratorio de Patologia do Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria
(INIAV), e contribuir para a caracterizacdo epidemioldgica desta doenga no nosso pais.

Palavras-chave Tremor Epizoo6tico, Scrapie atipico, Scrapie classico, Prido, EETs.Portugal,

Imunohistoquimica.



Retrospective study on scrapie in Portugal

Abstract

Scrapie is naturally occurring transmissible spongiform encephalopathy (TSE) in sheep, goat
and mufflons almost worldwide and it is known for about 250 years. It is characterized by the
accumulation of an abnormal isoform- resistant prion protein (PrP™ or PrP*) of host encoded
prion protein- cellular prion protein (PrP®) in the central nervous system leading to
progressive neurodegeneration and death. Scrapie represents the prototype of the so-called
prion diseases. It is observed to date as two types, classical and atypical/Nor98 scrapie. The
susceptibility to both types is modulated by polymorphisms of the prion gene.

Whereas classical scrapie is clearly a naturally occurring transmissible disease, atypical
scrapie seems to be caused by spontaneous misfolding of prion protein. The most prevalent
type of scrapie in Portugal is the atypical/Nor 98 strain.

This retrospective study intends to find out the potential occurrence of scrapie in Portugal
before 2002, examining through imunohistochemistry (IHC) samples of small ruminants
archived from 1995 to 2002 in the Pathology laboratory from INIAV (Instituto Nacional de
Investigacdo Agraria e Veterinaria — The National Institute for Agricultural and Veterinary
Research), contributing to the epidemiological characterization of the disease in this country.

Keywords Atypical Classical scrapie, Atypical scrapie, Prion, TSE, Portugal,
Imunohistochemistry.



INDICE GERAL

Indice de Figuras
Indice de Tabelas
Abreviaturas e Siglas

Parte I. Revisdo Bibliogréafica

1. Introducéo

1.1. Scrapie — nota historica

1.2. Sinais clinicos do scrapie

1.3. Etiologia - hipdtese do prido

1.3.1. Caracteristicas da proteina prionica

1.3.2. Visualizacdo da proteina pridnica

1.3.3. A infecgéo pela PrP*: mecanismos moleculares
1.3.4. Funcéo bioldgica da PrP°

1.4. Formas de scrapie

1.4.1. Sinais clinicos do scrapie atipico/Nor98 em ovinos
1.4.2. Distribuicdo da PrP* no scrapie atipico/Nor98
1.4.3. Epidemiologia do scrapie atipico/Nor98

1.4.4. A genética da PrP* associada ao scrapie atipico/Nor98
1.4.5. Transmissao e Patogenia de scrapie atipico/Nor98
1.4.6. Ocorréncia de scrapie atipico/Nor98 antes de 1998
1.4.7. A situacdo de Portugal

1.4.8. Estratégias de controlo

2. Parte I1. Trabalho Experimental

2.1. Objetivos

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Caracterizacdo da amostragem

2.2.2. A técnica de Imunohistoquimica (IHQ)

2.2.3. Condic0es de Leitura

2.3. Resultados

2.4. Discussao

2.5. Concluséo

3. Bibliografia

4. Anexos

Vi
vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Formagcéo da PrP* segundo Prusiner (1992).

Figura 2 - Imunohistoquimica para a PrP* usando mAb anticorpo F89/160.1.5 em
dois casos de scrapie atipico/Nor98 na Noruega (Benestad et al., 2008).

Figura 3 — Controlo negativo (analise 15593/08 do 2° ensaio).

Figura 4a- Controlo positivo- cerebelo (analise 32458/10 controlo do 17° ensaio).
Figura 4b- Controlo positivo — camada molecular do cerebelo (analise 32458/10
controlo do 17° ensaio).

Figura 4c — Controlo positivo- camada molecular do cerebelo (analise 32458/10
controlo do 17° ensaio) - pormenor de 4b.

Figura 4d — Controlo positivo- cerebelo, substancia branca (analise 32458/10
controlo do17° ensaio).

Figura 5 — Controlo positivo- cerebelo, camada granulosa (analise13026/08 controlo
do 2° ensaio).

Figura 6 — Artefactos de congelagdo — substancia branca ao nivel cortex cerebral
(analise 3863/95).

Figura 7a- Artefactos de marcacdo no cerebelo (analise 1546/96).

Figura 7b - Artefactos de marcacao observados noutra area da seccao de 7a (analise
1546/96¢erebelo).

Figura 8 — Imunomarcacéo no cerebelo do ovino 1546/96.

Figura 9a — Imunomarcag&o no cerebelo do ovino 2219/99.

Figura 9b — Particulas de imunomarcacgdo noutra area de observacéo da sec¢do do
cerebelo do ovino 2219/99.

Figura 10a — Dispersa imunomarcacdo em particulas na camada molecular do
cerebelo do ovino 2475/99.

Figura 10b- — Camada molecular do cerebelo do ovino 2475/99. Pormenor da figura
10a.

Figura 11a — Imunomarcacdo em granulos na camada granulosa do cerebelo do
ovino 10884/99.

Figura 11b — Camada granulosa do cerebelo do ovino 10884/99. Pormenor da
figuralla.

Figura 12a — Imunomarcacao no cortex cerebral do ovino 11511/99.

Figura 12b — Cértex cerebral do ovino 11511/99. Outra area da seccdo da figura 12a.
Figura 13 — Imunomarcag@o em linhas no cértex cerebral do ovino 10884/99.
Figura 14 — Imunomarcacdo na substancia branca do cerebelo do ovino 1546/96.

37
37
38

38

39

39

40

40
41

41
42
42
43
43
44
44
45
45

46
46



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis

Tabela 2 - Designacéo para o scrapie consoante os diferentes paises

Tabela 3 - Isoformas fisioldgica PrP® e patoldgica PrP*

Tabela 4 - Designacéo das proteinas pridnicas de mamiferos de acordo com a forma
de doenca

Tabela 5 - Prides Fungicos

Tabela 6 - Categorizacdo das TSEs em pequenos ruminantes- adaptacédo da EFSA
(2005)

Tabela 7 - Forma de morte de ovinos consoante o tipo de scrapie na Alemanha
(Luhken etal., 2007)

Tabela 8 - Idade de ovinos positivos para os diferentes tipos de scrapie na Alemanha
(Luhken et al., 2007)

Tabela 9 - Animais positivos para os diferentes tipos de scrapie em rebanhos na
Alemanha (Lihken et al., 2007)

Tabela 10 - Genétipos da PrP*° associada ao scrapie atipico/Nor98

Tabela 11 - Numero de animais testados por imunohistoquimica (IHC) entre 1980 e
1989 no Reino Unido. (Webb et al., 2009)

Tabela 12 — Descri¢dogeografica da amostragem de acordo com a DRA de origem
Tabela 13 - Identificacdo das amostras e resultados obtidos em cada ensaio de
Imunohistoquimica

Tabela 14 — Descricdo da amostragem utilizada neste estudo retrospetivo

Vi

20

21
25

29
34

55



INDICE DE ABREVIATURAS E DE SIMBOLOS

ABC- Avidin-biotin-complex — Complexo avidina-biotina

BSE — Bovine Spongiform Encephalopathy- Encefalopatia espongiforme bovina
CJD- Creutzfeld-Jacob-Disease- Doenca de Creutzfeld-Jacob

CWD - Chronic Wasting Disease, Doenca emaciante cronica
DAB-Diaminobenzidina

DMNV- Dorsal motor nucleus of vague nerve- niicleo motor dorsal do nervo vago
DRA- Direccao geral de agricultura

EEB- Encefalopatia espongiforme bovina

EET — Encefalopatia espongiforme transmissivel

EFSA- European Food Safety Agency- Autoridade europeia para a seguranga alimentar
fCJD — Familiar Creutzfeld-Jacob-Disease- doenca de Creutzfeld-Jacob familiar
FFI — Fatal Familiar Insomnia- insonia familiar fatal

FSE — Feline Spongiform Encephalopathy- encefalopatia espongiforme felina

GSS — Gertsmann- Straussler —Scheinker

iCJD — latrogenic Creutzfeld-Jacob-Disease- doenca de Creutzfeld-Jacob iatrogénica
IHQ-Imunohistoquimica

INIAV- Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria

IPAC- Instituto Portugués de Acreditagéo

MADb- Monoclonal antibody- anticorpo monoclonal

min-minuto

Prion — Proteinaceous infectious particle

pnrp-Gene que codifica a PrP°

PrP°- Proteina pridnica celular

PrP*- Proteina pridnica resistente

sCJD — Sporadic Creutzfeld-Jacob-Disease- doenca de Creutzfeld-Jacob esporadica
sFI — Sporadic Familiar Insomnia-insénia esporadica fatal

SNC- Sistema Nervoso Central

SNP- Sistema Nervoso Periférico

TE — Tremor Epizoo6tico

TME — Transmissible Mink Encephalopathy- Encefalopatia espongiforme do visdo
TBS- TRIS Buffer saline- tampéo TRIS (trishidroximetilaminometano) salino

TSE - Transmissible Spongiform Encephalopathy-encefalopatia espongiforme transmissivel
vCJD- Variant Creutzfeld-Jacob-Disease- variante da doenca de Creutzfeld-Jacob
v/v- volume-volume

vii



PARTE I. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.Introdugéo

O scrapie ou Tremor Epizodtico (TE) é a Encefalopatia Espongiforme Transmissivel (EET ou
TSEs, sigla da terminologia anglo-saxonica Transmissible Spongiform Encephalopathy) mais
antiga e a mais ubiqua das doencas prionicas conhecidas até hoje. O scrapie foi pela primeira
vez descrito em 1732 (Stockman, 1913). Os dados apontam para a sua ocorréncia
relativamente esporadica e consistentemente de baixa incidéncia. Durante mais de dois
séculos permaneceu como curiosidade cientifica até que a Encefalopatia Espongiforme
Bovina (EEB ou BSE, da terminologia anglo-saxdnica Bovine Spongiform Encephalopathy)
surgiu em 1985 e o interesse pelas TSEs cresceu notavelmente. Em 1996 € estabelecida a
relacdo entre a BSE e a variante humana da doenca de Creutzfeldt-Jacob, uma encefalopatia
neurodegenerativa causada pela ingestdo de alimentos contaminados com produtos infetados
com proteina pridnica bovina. A partir de entdo aumenta a atencao publica para as TSEs de

forma exponencial.

1.1.Scrapie — nota historica

O termo “encefalopatia espongiforme transmissivel” (EET ou TSE) ¢ usado para nos
referirmos a um conjunto de doencas neurodegenerativas fatais que afetam diferentes
mamiferos entre os quais 0 homem. As TSE que afetam o homem incluem a doenca de
Creutzfeldt-Jakob, a sindrome de Gertsmann-Straussler-Scheinker (GSS), a Kuru, a insonia
familiar fatal (FFI, Fatal Familiar Insomnia) e a insonia familiar esporadica (sFl, Sporadic
Fatal Insomnia). As TSEs que afetam mamiferos ndo humanos sdo o scrapie classico e atipico
em ovinos e caprinos, a encefalopatia espongiforme bovina (BSE), a encefalopatia
transmissivel do visdo (TME, Transmissible Mink Encephalopathy), a doenca emaciante
cronica dos cervideos (CWD, Chronic Wasting Disease), a encefalopatia espongiforme felina
(FSE, Feline Spongiform Encephalopathy), e a encefalopatia dos ungulados exoticos (Tabela
1) (Schneider, Fangerau & Michaelsen, 2008).

Precedentemente, as pessoas mais interessadas em scrapie eram os produtores de ovinos que
eram diretamente afetados economicamente pela doenca. Desde entdo, e com a possibilidade

da transmissdo das TSE ao homem, aquele interesse atingiu a comunidade cientifica.



Tabelal - Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis por ano de identificacao

Espécie afetada
Ovinos, caprinos, mufldes

Homem

Homem

Homem

Homem

Visdo

Cervideos

Homem

Bovinos

Nyala, oryx, kudu

Homem

Gato

Homem

Ovinos ecaprinos

Homem
(adaptado de Orge, 2005)

Encefalopatia
Scrapie Classico
Kuru
Doenca de Creutzfeldt-Jacob
esporadica (sCJD)
Sindrome de Gertsmann-Straussler-
Scheinker (GSS)

Doenca de Creutzfeldt-Jacob
familiar (fCJD)
Encefalopatia Transmissivel do
Visdo (TME)

Doenca Emaciante Cronica (CWD)
Doenca de Creutzfeldt-Jacob
iatrogénica (iCJD)
Encefalopatia Espongiforme
Bovina (BSE)

Encefalopatia Espongiforme dos

Ungulados Exéticos
Ins6nia familiar fatal (FFI)
Encefalopatia Espongiforme Felina
(FSE)

Variante da doenca de Creutzfeldt-
Jacob (vCJD)

Scrapie Atipico

Ins6nia familiar esporadica (sFI)

Ano de Identificacéao
1732
1900

1920

1926

1930

1947

1967
1974

1985

1986

1986
1990

1996

1998
1999



O scrapie conhece diferentes nomes consoante os diferentes paises onde surge, geralmente

relacionados com os sinais clinicos observados (Tabela 2):

Tabela 2 - Designacao para o scrapie consoante os diferentes paises

Nome para o scrapie
Cuddie Trot, Scratchie, Yeukie pine
Doenca de Basqvilla, Prurigo lumbar

Drab(en), Dreb/Deeb, Drehkrankheit, Gaubber/Gnauper,
Gnuberkrankheit, Knopper, Knupper, Kreutzschlagen,
Petermannchen, Reiberkrankheit, Reiber-Uebel Ruppe, Scabies
dorsalies, Schrucken, Spruckigkeit, Tempermanner,
Traberkrankheit, Wetzkrankheit, Zitterkrankheit

Goggles, Rickets, Rub/Rubbers, Rubbing disease, Shakings,

Schrewcroft, Shrugginess, Trotting disease
Khujali, Mukoo

La maladie convulsive, La maladie folle, La maladie troteurs, La

prurigo lombaire, La tremblante
Rida
Trzgsawka

Tremor epizootico

1.2. Sinais clinicos do scrapie

Pais
Escécia

Espanha

Alemanha

Inglaterra
india
Franca

Islandia
Polénia

Portugal

H& uma mudanca geral no comportamento e temperamento semanas antes de sinais mais

especificos surgirem, embora nalguns casos a condicdo de um animal afetado poder piorar

rapidamente ou ocorrer a morte stbita. Os animais com scrapie apresentam o conjunto de

sinais que se seguem, embora o prurido seja menos evidente no scrapie atipico. Nenhum dos

sinais seguintes define o scrapie por si s6 (DEFRA, Agricultural Departments of Great

Britain, 2009).
Mudangas no comportamento
e Excitabilidade;
e Orelhas caidas;
e Nervosismo aumentado;

e Ficar para trés em relagéo ao rebanho;



e Agressividade;
e Depressédo
Prurido
e Rocar repetidamente a cabeca e 0 corpo contra objetos como cercas, postes e
prateleiiras de feno;
e Rogar repetidamente os flancos;
e Mordiscar ou ranger os dentes enquanto se ro¢cam ou quando friccionados com firmeza
no dorso;
e Cocar repetidamente o ombro ou as orelhas com o membro pélvico. Mordiscar as
extremidades, os membros pélvicos ou outras partes do corpo;
e Perda excessiva de |& ou lesdes cutéaneas.
Mudancas na postura e no movimento
e Tremor principalmente da cabeca;
e Marcha anormal com levantar excessivo do membro (hipermetria);
e Descoordenagdo motora severa;
e Tropecar;
e Estacdo anormal;
e Membros posteriores débeis;
¢ Incapacidade para suportar o préprio peso.
Sinais clinicos tardios
e Perda de peso;
e DecUbito permanente;

e Morte.

1.3. Etiologia - hipdtese do priéo
Durante o século XX, surgem diferentes teorias acerca da etiologia das TSE. Assim,
diferentes agentes foram apontados, sendo denominados por ordem cronolégica:

= Sarcosporoidia (1914)

= Um virus filtravel (1938)

= Um lentivirus (1954)

= Um polissacarideo replicavel (1966)

= Uma proteina (1967)

= Um fragmento de membrana replicavel (1967)

= Um complexo de polissacaridos de DNA (1968)



= Um viroide (1972)

= Um lipido (1978)

= Spiroplasma sp (1979)

=  Um virino (1979)

= Um prido (1982)

=  Um virus (1984)

= Acidos nucleicos mitocondriais (1989)

= Um holoprido, PrP* (PrP® na conformacgdo ndo patoldgica do scrapie, o apoprido) e

um acido nucleico (dispensavel), o coprido. (1991)

Inicialmente, pensou-se que o agente causador das TSEs fosseum virus, apesar de possuir
caracteristicas muito diferentes da maioria das familias de virus conhecidas e de nunca ter
sido observado ao microscopio electronico. A designacdo de virus lentos surgiu por se
verificar que originavam doencas com um periodo de incubacdo muito longo. Exibiam
também outras diferencas como a impossibilidade de detecdo de acidos nucleicos e a
resisténcia a muitos agentes virucidas. Griffith, em 1967, propde a existéncia de um novo
agente, exclusivamente proteico e com capacidade replicativa. Prusiner, em 1982, retoma a
hipGtese ao isolar e purificar o agente a partir de tecido cerebral de hamster infetado e
denomina-o prido — acrénimo de small proteinaceous infectious particles.

A prova da inexisténcia de qualquer material genético nas proteinas prionicas é dada por
observacdes de que permanecem ativas mesmo ap0s tratamentos eficazes na degradacdo de
acidos nucleicos, como a exposicao a radiagdes ionizantes e ultravioletas, ou a incubagdo em
presenca de nucleases. Como também ndo provocam resposta inflamatéria ou imunitaria
especificas, o diagnostico baseia-se na detecdo da proteina pridnica nos tecidos em exames
post-mortem. A observacdo de que o prido ndo provoca qualquer resposta imunitaria induz
que se trata de uma proteina fisiolégica do cérebro e outros tecidos que, em certas
circunstancias, perde a sua fungdo normal por alteracdo da sua conformacéo (Westergard,
Christensen & Harris, 2007).

1.3.1.Caracteristicas da proteina prionica

O prido apresenta elevada resisténcia aos metodos de desinfecdo e esterilizacdo mais
comunmente utilizados, sendo dificilmente inativado. A inativacdo ¢ alcancada por incubacao
a 20°C, durante 1 hora com hipoclorito de sédio a 20000 ppm, ou por autoclavagem a uma

temperatura superior a 134°C, durante 1 hora a presséo de 3 atm (Donne et al., 1997).



A proteina prionica é codificada por um gene presente na maioria das espéecies de mamiferos.
Apresenta duas isoformas — a isoforma fisioldgica- proteina pridnica celular (PrP%) e a
isoforma patoldgica- proteina prionica resistente (PrP™ ou PrP*). A primeira, a isoforma
normal, foi isolada em tecidos de ovinos, bovinos, ratos, visdo e humanos e é propria de cada
espécie. Apesar desta especificidade, observa-se uma homologia de 80-90% entre as
isoformas fisiologicas interespecificas. Diferentes autores sugerem que quanto mais proxima é
a estrutura das proteinas fisiolégicas entre espécies diferentes, maior é o risco de uma
isoforma patoldgica para uma espécie também o ser para outra (Hope et al., 1999). Esta
hipdtese é confirmada pela observacéo de que a proteina pridnica associada a BSE so difere
em 7 aminoacidos da proteina correspondente nos ovinos, o que teria permitido ao agente do
scrapie ultrapassar a barreira de espécie, causando a BSE nos bovinos (Hope et al., 1999).
Ainda assim, este facto ainda ndo estd provado, até porque existem algumas evidéncias
experimentais de que podera ter sido uma das formas atipicas de BSE, recentemente
identificadas a ter-se alterado para a forma classica (Hope at al., 1999). A forma patoldgica
PrP* induz a alteragdo da forma fisioldgica PrP® que adquire uma conformagdo anormal. As
caracteristicas destas duas isoformas estéo indicadas na Tabela 3.

As proteinas pridnicas sdo entdo caracterizadas pela capacidade de apresentarem duas formas
tridimensionais, uma das quais causando doenca quando agregada. A hipdtese de Prusiner de
1997 afirma que esta agregacdo causa danos neuroldgicos especificos como os caracteristicos
das encefalopatias espongiformes transmissiveis. Os mecanismos responsaveis pela alteracao

de conformacao e agregacdo permanecem por esclarecer cabalmente.



Tabela 3 - Isoformas fisioldgica PrP°® e patoldgica PrP*

PrpP° Prp*
Designacao isoforma fisiologica isoforma patolégica
isoforma normal isoforma anormal
Localizacao membrana celular citoplasma em lipossomas e

extracelular

Peso molecular 33-35 KDa 27-30 KDa
Tamanho da cadeia 256 aa 256 aa
Estrutura primaria idéntica idéntica
Estrutura secundaria 42% helices alfa 43% folhas beta
3% folhas beta 30% hélices alfa
Solubilidade soltivel em detergentes insoltvel em detergentes,

polimerizando-se em fibrilhas

Digestéo por proteinase K sensivel resistente

1.3.2. Visualizacao da proteina pridnica

A pratica cientifica estd muito dependente da visualizagcdo direta que suporta os conceitos
propostos. Assim, embora Prusiner (1982) tenha usado a Bioquimica para desenvolver a sua
tese, sdo as representacOes tridimensionais em computador das estruturas terciarias das
proteinas normal e patolégica a base para este modelo (j& ndo uma mera hipétese, uma vez
gue tem confirmacao experimental e capacidade para aplicacao noutras areas de estudo).
Como sabemos, a estrutura primaria das proteinas é dada pela sequéncia dos aminoacidos, 0
seu arranjo em hélices-alfa ou folhas-beta define a estrutura secundaria. Estas duas estruturas
podem ser facilmente definidas sem recurso a uma representagdo grafica.

A estrutura terciaria e sua cinética, porém, ja sé podem ser descritas na sua complexidade com
recurso a ferramentas de visualizacdo grafica (a estrutura secundaria sé indicia o arranjo da
terciaria). O processo de protein folding corresponde a aquisicdo da estrutura terciaria.

A estrutura secundaria da PrP foi proposta por Prusiner em 1992. Prusiner e a sua equipa
usaram péptidos de sintese compostos por hélices-alfa. A maioria destes péptidos (75%)
formou placa amildide, tipica da doenga de Alzheimer, e composta maioritariamente por
folhas-beta. Daqui, chegaram a ideia de que uma alteracdo putativa na conformacdo entre a
PrP° e a PrP*seria devida a transformacéo na estrutura secundaria de hélices-alfa para folhas-
beta.



Na figura 1 podemos observar o esquema de formagao da PrP* segundo Prusiner.

Figura 1 - Formac&o da PrP* segundo Prusiner (1992)
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A estrutura tridimensional da PrP° tem sido utilizada para descrever a alteragdo
conformacional nos seus aspetos dindmicos. A flexibilidade de uma proteina é de dificil
descricdo. Nos ultimos 50 anos, os investigadores preocuparam-se mais em descrever as
estruturas dos polipéptidos, tendo negligenciado as suas propriedades dinamicas. Assim, a
PrP® tem vindo a ser representada em diagramas que mostram as partes mais rigidas do
polipéptido bem como as mais adaptaveis ou flexiveis (Donne et al., 1997). Estes diagramas
caracterizam a PrP°, sendo resultado da pesquisa e, condicionam também a forma como os

investigadores definem o seu objeto.

1.3.3.A infecgdo pela PrP*: mecanismos moleculares

A medida que foi sendo esclarecido que a informacdo genética ndo era relevante para a
compreensdo das doencas prionicas, outras hipdteses foram surgindo para explicar a
propagacdo da PrP*. Em 1996, Aguzzi e Weissman mostraram que a PrP° era necessaria para
a infecgdo pela PrP*. Desistiram, entdo, da hipotese da informacdo (genética) e criaram uma
nova — a do efeito de domino.




Estas novas descobertas (o facto de que a PrP° é necesséria para a infeccdo por scrapie)
podem ser explicadas pela hipdtese do “efeito domind” em que a disseminacdo dos prides do
scrapie no Sistema Nervoso Central (SNC) ocorre per continuitatem e por converséo de PrP°
em PrP* por influéncia de PrP* adjacente (Brandner et al., 1996).

Esta mudanca de paradigma foi tdo importante que foi elaborado um modelo a partir dela. Em
2000, um novo estudo ilustra a neuroinvasdo no Sistema Nervoso Periférico (SNP) sugerindo
uma forma de transporte em que a PrP° localizada no SNP é convertida em PrP*per
continuitatem e de forma centripeta até ao SNC (Glatzel, Giger, Braun&Aguzzi, 2000).

Outra metafora ¢ a da “magd podre” tentando ilustrar como uma propriedade se pode
transmitir sem fluxo de informagdo. Como uma maca podre, uma vez no cérebro, a forma
mutante da proteina prionica transforma a proteina normal em mais coOpias da forma
infecciosa (Glatzel et al., 2000).

Como temos visto até aqui, e de acordo com o atualmente aceite, a PrP** é uma isoforma
particular da proteina celular PrP¢, com fraca solubilidade em detergentes, alta resisténcia a
digestdo por proteases, e tendéncia a formar agregados (a PrP* é composta maioritariamente
por folhas-beta que criam dipolos eléctricos com propensdo para formar agregados
amildides). A diferenca funcional entre as duas isoformas € explicada pelas diferencas na sua
estrutura secundéria’. Ap6s a entrada da forma infecciosa da PrP num organismo, ou da sua
ocorréncia espontanea, a PrP® é convertida em PrP* pela proteina infecciosa. Nas formas
hereditarias das doencas prionicas, e no nosso caso da doenca em andlise, no scrapie classico,
h& uma maior disposicdo das proteinas para a conversdo na forma patogénica.

Ha dois modelos propostos para a explicar o rearranjo da PrP® em PrP*.0 primeiro modelo
proposto é 0 do “heterodimero”, a transi¢do da molécula de PrP° para PrP* é induzida pela
ligagdo a0 mondémero da PrP* (Cohen, 1994) formando um dimero. Apds a aquisi¢do de
propriedades pridnicas pela PrP¢, o dimero sofre dissociagdo em dois monémeros PrP* livres
para participarem noutros rearranjos conformacionais. Este processo sugere uma reac¢ao em
cadeia e garante a conversdo da maioria das moléculas de PrP° na forma patogénica.

A formacéo de agregados de PrP*, neste modelo, é considerada um processo secundario ndo
relacionado com a alteragdo conformacional. O segundo modelo, o da “polimerizagdo”,
sugere que a alteracdo conformacional PrP*—PrP* e a formacdo de agregados estdo
relacionadas: a PrP°® é convertida em PrP* enquanto se liga ao oligémero de PrP* (Keh-Ming

et al., 1993). Este modelo foi confirmado por estudos in vitro que demonstram que sé

! Vide tabela 3, pp.7 deste trabalho para pormenores acerca das diferentes estruturas secundarias das duas
isoformas da proteina prionica.



agregados de grande peso molecular, e ndo mondmeros, possuem a capacidade de formar
novas formas infecciosas da proteina.

O gene que codifica para a PrP° encontra-se presente em diferentes mamiferos e em galinhas,
tendo sido preservado pela pressdo de selecdo evolutiva. A sua presenca e expressao em
animais doentes e saudaveis ndo estdo dependentes da ocorréncia de infeccéo pridnica (PrP*).
Porém, animais a quem se suprimiu o gene para a PrP® apresentaram maior resisténcia a
infeccdo e animais a quem se favoreceu a expressao deste gene desenvolveram doenca mais
rapidamente. Este facto veio apoiar a tese pridnica e a natureza proteica dos prides. Uma
caracteristica importante dos prides como agentes infecciosos é a existéncia de barreiras para
a sua transferéncia interespecifica, apesar da muita semelhanca entre a estrutura priméria da
PrP® dos diferentes mamiferos (Prusiner, 1997). Todavia, estas barreiras ndo impedem a
infecdo, simplesmente tornam-na mais lenta entre espécies diferentes. As barreiras estdo
relacionadas com as diferentes estruturas primarias das PrP® dos diferentes mamiferos: as
PrP* de hamster ndo sdo transferidas com eficiéncia para ratos, mas sdo-no com eficiéncia
para ratos transgénicos que expressam PrP® de hamster (Tanaka, Chien, Yonekura &
Weissman, 2005).

Presentemente, ndo ha terapéutica para as doencas pridnicas. Algumas das hipoteses mais
promissoras relacionam-se com a diminuigdo do nivel de expressdo do gene para a PrP® (mas
a que custos?), a prevencdo da conversdo da PrP® em PrP*, e a ativagdo de factores de
destruicdo dos agregados de PrP*. Os estudos usando animais de laboratério e eucariotas mais
simples como as leveduras terdo um papel importante no desenvolvimento de abordagens
terapéuticas para as doencas priénicas.

Os investigadores assumem que a compreensao da alteragdo conformacional em leveduras vai
contribuir para o estudo das PrP dos mamiferos. As leveduras reproduzem-se em poucas horas
e sdo de mais facil maneio. A levedura mais usada na sustentacdo do modelo priénico é a

Saccharomyces cerevisiae (Tabelas 4 e 5) (Fernandez-Bellot & Cullin, 2001).
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Tabela 4 — Designacao das proteinas pridnicas de mamiferos de acordo com a forma de

doenca
Doenca Hospedeiro

Scrapie, Tremor Ovinos (Ovis aries) e

Epizootico Caprinos (Capra
hircus)
Encefalopatia Viséo
transmissivel do
vison (TME)
Doenca Emaciante Veado-mula, alce
Crénica (CWD)
Encefalopatia Bovinos (Bos taurus)

Espongiforme
Bovina (BSE)

Encefalopatia Gatos (Felis
Espongiforme Felina silvestris catus)
(FSE)

Encefalopatia dos  Nyala e grande Kudu
Exéticos Ungulados

(EUE)
Kuru Homem
Doenca de Homem
Creutzfeldt-Jacob
(CJD)
Variante da Doenca Homem

de Creutzfeldt-Jacob
(vCJD, nvCJD)
Sindrome de Homem
Gerstmann-
Straussler-Scheinker
(GSS)
Insénia Familiar Homem
Fatal (FFI)
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Prido

Prido scrapie

Prido TME

Prido CWD

Prido BSE

Prido FSE

Prido EUE

Prido Kuru
Prido CJD

Prido BSE

Prido GSS

Prido FFI

Isoforma PrP

OvVPrp**

MKkPrpP*

MDePrpP*

BovPrp**

FePrp*

NyaPrP*

HuPrpP*
HuPrp*

BovPrp*°

HuPrp*

HuPrp*



Tabela 5 - Prides Fungicos

Proteina Hospedeiro Nome do Prido
Ure2p Saccharomyces cerevisiae Prido URE 2+
Sup35p Saccharomyces cerevisiae Prido PSI+

Rnglp Saccharomyces cerevisiae Prido PIN+ ou RNQ+
HET-S Podospora Anserina Prido Het-s

Os diferentes modelos de replicacdo da proteina pridnica descrevem a converséo da PrP® em
PrP* como um evento de natureza autocatalitica que ndo requer quaisquer fatores adicionais
para a sua ocorréncia. Este facto foi confirmado por experiéncias in vitro. Porém, o
aparecimento e manutencdo da PrP* in vivo podem depender da interagdo com outras
proteinas. Alguns autores defendem a existéncia de uma proteina de mamifero ndo
identificada ainda, capaz de interagir com a PrP°® estimulando a sua conversdo na forma
patogénica. Os estudos em leveduras revelam a existéncia de chaperones necessarias a
manutencdo da conformacgdo patogénica da proteina. Demonstrou-se que a manutencdo do
prido PSI+ depende da actividade de uma proteina chaperone Hspl04p: a auséncia ou a

expressao aumentada desta elimina PS1+ (Bardill, Dulle & Fisher, 2009).

1.3.4. Funcéo bioldgica da PrP°

Apesar de muito se saber sobre a funcdo da proteina pridnica como agente de varias doencas,
a sua funcdo fisioldgica permanece por esclarecer inteiramente. Os fragmentos da sequéncia
da PrP® tém sido bastante conservados evolutivamente (Rivera-Milla, Oidtmann &
Panagiotidis, 2006), sugerindo importantes papéis bioldgicos para a proteina. A PrP° é
expressa cedo na embriogénese, e no adulto esta presente em maior quantidade nos neurdnios
do cérebro e medula espinhal (Manson et al., 1992). A PrP® também é encontrada em menor
namero nas células da glia do SNC e também em células periféricas. (Moser, Colello, Pott &
Oesh, 1995). A PrP°® exerce uma atividade citoprotetora, particularmente contra a apoptose
celular. Esta atividade foi demonstrada em células de mamiferos e de leveduras. A PrP°
também é uma proteina de ligacdo ao cobre (Brown et al., 1997). A maioria da PrP° esta
localizada na superficie celular e dai que se preveja que participe na sinalizagdo
transmembranar. A PrP® também estd envolvida na regulacdo sinatica. Esta hipotese é
consistente com o facto de que a patologia sinatica ser uma ocorréncia frequente nas doencas

prionicas. A PrP interage com proteinas envolvidas na adesao celular.

12



As proteinas prionicas fungicas parecem ser um modelo adequado para o estudo do fendbmeno
pridnico. As suas principais vantagens sobre as PrP de mamiferos sdo a sua disponibilidade e
a possibilidade de multiplicacdo rapida e segura em contexto laboratorial.

Os prides e as placas amildides estdo associados a doencas de mamiferos. Porém, em
leveduras e no fungo Podospora, a conversao da proteina celular em proteina patogénica tem
um valor adaptativo. Esta conversdo parece ocorrer com maior frequéncia do que as
mutacBes. A reversdo PrP*—PrP¢ parece ocorrer também com maior frequéncia do que a
reversdo de mutacdes: ao contrario do que acontece nas mutagdes, o fendtipo das proteinas
pridnicas patogénicas mantém a informacéo original da proteina celular.

Isto tem grande importancia adaptativa, uma vez que falamos de organismos unicelulares para
guem a resposta a mudangas ambientais através da alteracdo fenotipica é essencial. A
informacdo sobre o fendtipo 6timo padrdo € preservada e ha possibilidade de regresso a este
(Reed, Waples, Schindler, Hard & Kinnison, 2010).

1.4. Formas de scrapie
Os estudos de demonstracdo experimental tém evidenciado a variabilidade biol6gica dos

isolados de scrapie, caracterizados depois de subpassagens em ratinhos através de distintos
periodos de incubacdo e de diferente distribuicdo das lesdes cerebrais, definindo diferentes
estirpes (Yokoyama et al., 2010). Em 1998, um tipo diferente de scrapie foi identificado num
ovino na Noruega e dai a designacdo de scrapie atipico/Nor98 (Benestad, Arsac, Goldmann,
Noremark, 2008). Desde a implementacdo, na Europa em 2002, de um programa abrangente
de vigilancia para as TSEs em pequenos ruminantes, que tem surgido um nimero crescente de
scrapie atipico/Nor98 na maioria dos paises europeus, um caso nas ilhas Falkland e nos
Estados Unidos da América. Verificou-se um caso no Reino Unido num estudo retrospetivo
que continha material a partir de 1987 (Webb et al., 2009).

As estirpes de TSE sdo definidas como particulas infecciosas que exibem caracteristicas
bioldgicas e bioguimicas distintas et por cause, ap6s inoculacdo, causam doencas prionicas
com caracteristicas bem definidas como o espetro de hospedeiros, periodos de incubacéo,
alteracbes neuropatoldgicas, patogénese das doencas e sinais clinicos, bem como as
caracteristicas bioldgicas da correspondente PrP*. A informagio necessaria para determinar a
estirpe da TSE é dependente da conformacao da proteina patolégica PrP*.

Diferentes tipos de TSEs afetam o0s ovinos e 0s caprinos. Para além da forma classica de
scrapie, ambas as espécies sdo susceptiveis a infeches experimentais pelo agente da

encefalopatia espongiforme bovina (BSE).
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Em 2005, a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) publicou uma
classificacdo das TSEs em pequenos ruminantes, dividindo-os em trés categorias de

diagndstico: scrapie classico, BSE em pequenos ruminantes, e scrapie atipico / Nor98 (Tabela

6).

Tabela 6 - Categorizacao das TSES em pequenos ruminantes
(adaptacao da EFSA (2005))

Tipo de Western Immunoblotting Histopatologia e Notas
TSE Condicdes severas Condicbes Imunohistoquimica
de digestéo pela moderadas de
Proteinase K digestdo pela
Proteinase K
Scrapie Trés bandas acima Trés bandas acima Vacuolizacdo da Afeta
Classico dos 15 kDa dos 15 kDa substancia cinzenta. genotipos
Marcacdo especificada  suscetiveis
medula oblonga dos 2 aos 5
envolvendo o nucleo anos de
motor dorsal do nervo idade.
vago (DMNV)
BSE em Trés bandas. Vacuolizacdo da
Peguenos Dominancia da substancia cinzenta.
Ruminantes banda di-glicosilada. Marcag&o especifica da
Fraca ou ausente medula oblonga
marcagdo com envolvendo o DMNV

anticorpos anti-PrP
dirigidos para a parte
N-terminal da PrP.
Banda nédo
glicosilada mais
baixa do que no
scrapie classico.

Atipica/ Negativo ou Bandas multiplas N&o ha envolvimento do  Afeta ovinos
Nor 98 mostrando um perfil  com a banda abaixo DMNYV. Marcagao a partir dos 4
distinto de outras dos 15 kDa. especifica no nervo anos. Maior
TSE. trigémio. Marcacgéo suscetibilida
especifica mais intensa  de dos alelos

nos cortices cerebelar e AHQ,
cerebral. AF141RQ, e
ARR. Mais
frequente em

casos
isolados no

rebanho.
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Relativamente as caracteristicas do scrapie atipico em caprinos ainda nédo estdo descritas com
precisdo, estando reportados apenas alguns casos (Seuberlich et al., 2007; Sofianidis et al.,
2008). Apesar de ndo haver diferencas na estrutura molecular da PrP* isolada desta espécie
animal quando comparada com ovinos com scrapie atipico, notaram-se diferencas na
distribuicdo das lesGes histopatoldgicas e na deposicdo da PrP*- particularmente no cortex
cerebelar, um local privilegiado de deposicdo da PrP* no scrapie atipico em ovinos,
encontrava-se praticamente intacto no caso descrito por Seuberlich e colaboradores (2007).

Neste animal foram detetadas lesGes graves e deposicdo de PrP* em estruturas cerebrais mais
rostrais como o talamo e mesencéfalo. Os testes de triagem e imunohistoquimica para as TSES
utilizando o cerebelo e o0 obex, as regides de eleicdo para o diagndstico de TSEs em ovinos e
caprinos, apresentaram-se negativos ou fracamente positivos. Isto sugere que tais casos
poderdo ter escapado a vigilancia no passado e poderdo voltar a sé-lo no futuro se os

procedimentos e testes ndo forem modificados em conformidade com os novos dados.

1.4.1. Sinais clinicos do scrapie atipico/Nor98 em ovinos

A grande maioria dos ovinos com scrapie atipico/Nor98 foi diagnosticada atraves de
programas de vigilancia ativa em ovinos aparentemente saudaveis ou ovinos mortos sem
causa aparente. Daqui podemos sugerir que os sinais clinicos, quando presentes, podem ser
diferentes ou menos pronunciados do que aqueles verificados no scrapie classico. Estes factos
também podem decorrer da epidemiologia da doenca, sendo que por apenas um animal que
mostra sinais da doenca o produtor vai evitar chamar o veterinario responsavel.

Na tabela 7, indica-se a forma de morte de ovinos consoante o tipo de scrapie, verificando,
por exemplo, que a maioria dos ovinos afetados pela forma cléssica é abatida seletivamente,
denunciando a presenca de sinais clinicos, enquanto, que os animais afectados pela forma

atipica sdo a maioria das vezes encontrados mortos sem causa aparente.
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Tabela 7 - Forma de morte de ovinos consoante o tipo de scrapie na Alemanha
(Ldhken et al., 2007)

Forma de morte Ovinos positivos para o Ovinos positivos para o
scrapie classico scrapie atipico
n % n %
Abate para consumo 0 0 23 27.3
Encontrados mortos 23 22.0 55 65.5
Eutanasiados 2 1.9 4 4.8
Abate Compulsivo 80 76.1 2 24
Total 105 100.0 84 100.0

O sinal clinico mais evidente nos animais afetados pela Nor98 é a ataxia (Konold et al., 2007)
Para além deste, surge a ansiedade e perda de condigdo corporal. A ataxia dos membros
posteriores também foi relatada em dois casos suecos, sendo que um deles apresentava rigidez
e fraca condicdo corporal, enquanto outros casos suecos ndo mostraram quaisquer sinais
clinicos como referido pelo produtor. Na Irlanda, dois casos suspeitos apresentavam 0s
mesmos sinais clinicos: incoordenacdo motora, perda de peso e comportamento nervoso
(Konold et al., 2007). O caso nas ilhas Falkland mostrava fraca condi¢do corporal e
comportamento fora do normal, mordendo com persisténcia 0 membro posterior e tendo caido
quando tentava correr (Konold et al., 2007). Os dois casos detetados no Reino Unido
mostraram também ataxia e atraso no reposicionamento dos membros pélvicos. Ambos
evidenciavam sinais de doenca cerebelar, mas os sinais ndo eram idénticos (hipermetria no
primeiro caso, ataxia, cabeca trémula, e resposta anormal a ameaca no segundo caso).
Adicionalmente, o primeiro caso exibia nervosismo, enguanto o segundo mostrava apatia,
especulando-se que estas diferencas talvez se devessem a diferentes cursos clinicos, facto
sustentado pelo maior nivel de PrP* evidenciado por Western Immunobloting no cérebro do
segundo caso (Konold et al., 2007). Néo foi detetado prurido em nenhum dos casos, mas um
dos casos clinicos do Reino Unido mostrou resposta positiva ao “teste do arranhdo” (scratch

response).
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1.4.2. Distribuicdoda PrP* no scrapie atipico/Nor98

Em casos de scrapie atipico/Nor98, a deposicdo de PrP* por exame imunohistoquimico surge
como um pontilhado fino ou sob a forma de depositos granulares tanto na substancia branca
como na substancia cinzenta. Ainda nao foram relatados depo6sitos intraneuronais ao contrario
da maioria dos casos de scrapie classico (Benestad et al., 2008).

No tronco cerebral tém sido descritos casos totalmente negativos ao nivel do 6bex, enquanto
outros casos tém revelado marcacdo minima somente no trato espinal do ndcleo do nervo
trigémio e no nucleo do trato solitario (Orge et al., 2004). A estrutura primariamente afetada
no scrapie classico, o nucleo motor dorsal do nervo vago (DMNV) nunca surge afetado no
scrapie atipico/Nor98. Para além da marcacdo do trato espinal do ndcleo do nervo trigémio,
notou-se marcacdo globular pronunciada em tratos da substancia branca, bem como na
formagcdo reticular e niicleo ambiguo. Em geral, a marcacéo especifica para a PrP* na medula
oblonga é menor no scrapie atipico/Nor98 do que em casos classicos de scrapie. Ao contrario
do que acontece no scrapie classico, os cortices cerebrais e cerebelares sdo 0s que evidenciam
maior marcacdo especifica nos cérebros dos ovinos afetados pela scrapie atipico/Nor98.
Alguns casos de scrapie atipico/Nor98 revelaram marcacdo linear e perineuronal tipica do
scrapie classico na substantia nigra (Benestad et al., 2008). Também importante é a presenca
de agregados multifocais e tipo placa encontrados no tectum e corpo geniculado lateral do
mesencéfalo, e em tratos da substancia branca do cortex cerebral (Figura 2). A PrP* ndo é
detetada em tecidos periféricos de casos de scrapie atipico/Nor98 ao contrario do que

acontece no scrapie classico (Benestad et al., 2008).
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Figura 2 - Imunohistoquimica para a PrP* usando mAb anticorpo F89|/160.1.5 em dois

casos de scrapie atipico/Nor98na Noruega (Benestad et al., 2008)

A- Depositos perineuronaise no neurdpilo de PrP* na substantia nigra; notar a auséncia de

marcacao intraneuronal. B — Agregados tipo placa no cértex cerebral.

1.4.3. Epidemiologia do scrapie atipico/Nor98

O scrapie atipico/Nor98 foi detetado pela primeira vez na Noruega em 1998 e foi considerado
um problema exclusivamente noruegués. Devido a suspeita de BSE em ovinos e caprinos
implantou-se um plano de vigilancia intensivo e ativo para as TSEs em pequenos ruminantes
pelo uso de testes rapidos em 2002. Este plano de vigilancia ativa permitiu a detecdo da
scrapie atipico/Nor98 na maioria dos paises europeus bem como nas ilhas Falkland e na
Ameérica do Norte. O scrapie atipico/Nor98 representa uma parte significativa de casos de
TSEs identificados na Unido Europeia e a sua prevaléncia varia entre 5 a 8 pequenos
ruminantes por 10 000 testados por ano (Fediaevsky, Gasqui, Calavas & Ducrot, 2008).

A epidemiologia do scrapie atipico/Nor98 ndo estd ainda completamente esclarecida e ainda
ndo é certo se € naturalmente transmissivel ou ndo. Enquanto a maioria dos casos tem sido
detetada em ovinos, um namero limitado de scrapie atipico em caprinos tem sido relatado em
Franca, Italia e Suica.

A maioria dos casos deste tipo de scrapie tem sido detetada, como ja referido, através de
programas de vigilancia ativa tendo como amostras animais encontrados mortos e animais em
matadouro. Os programas de vigilancia ativa dentro da Unido Europeia abrangem animais
acima dos 18 meses de idade (determinada pelo exame da denti¢do). Na maioria dos paises 0s
ovinos ndo sao individualmente identificados, sendo que 0 ano de nascimento nem sempre

esta disponivel para cada caso detetado. Para 84 casos em 9 paises a idade média dos animais
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foi de 6.5 anos (Mitchell et al., 2010). Numa base de dados germanica, incluindo 60 casos
atipicos, quase 60% dos animais tinha mais de 5 anos, mais de 25% tinham mais de 10 anos, e
foram detetados casos de 20 anos (Mitchell et al., 2010) (Tabela 8).

Tabela 8 - Idade de ovinos positivos para os diferentes tipos de scrapie na Alemanha
(Ldhken et al., 2007)

Idade Animais positivos para o scrapie Animais positivos para o scrapie
(ano) classico atipico
n % n %
<3 2 10.0 5) 8.3
3-5 16 80.0 20 33.3
6-7 2 10.0 9 15.0
8-10 0 0 10 16.7
>10 0 0 16 26.7
Total 20 100.0 60 100.0

Inicialmente, pensou-se que o scrapie atipico/Nor98 seria uma estirpe diferente de scrapie
classico, mas foi posteriormente identificado como uma nova estirpe de TSEs que afeta
pequenos ruminantes e claramente distinta do scrapie classico e da BSE em ovinos. A
vigilancia intensiva para as TSEs na Europa revelou que a doenca esta bastante disseminada e
normalmente ocorre com casos isolados dentro de um rebanho. Os dados epidemioldgicos
acumulados durante os ultimos anos também conduzem a esta separacdo entre scrapie
classico e scrapie atipico/Nor98 (Lihken et al., 2007). Na tabela 9 pode confirmar-se que a
ocorréncia esporadica de casos isolados de scrapie atipico num rebanho é mais frequente,

quando comparamos com a ocorréncia da forma classica.
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Tabela 9 - Animais positivos para os diferentes tipos de scrapie em rebanhos na
Alemanha (Luhken et al., 2007)

Animais positivos para o Rebanhos positivos para o Rebanhos positivos para o
scrapie por rebanho scrapie classico scrapie atipico

N n % n %
1 7 43.8 81 92.0
2 2 12.5 5) 5.7
3 1 6.3 2 2.3
4 1 6.3 0 0
5 1 6.3 0 0
8 1 6.3 0 0
15 1 6.3 0 0
17 1 6.3 0 0
57 1 6.3 0 0

Total 16 100.0 88 100.0

Apesar desta estirpe estar agora mais bem caracterizada, a sua origem € ainda desconhecida e
serdo necessarios mais estudos de transmissdo e analise de dados epidemioldgicos em
situacdo de campo, para melhor se esclarecer a patogénese desta estirpe e compreender a

totalidade da sua epidemiologia e 0s possiveis aspetos zoonoticos.

1.4.4. A genética da PrP* associada ao scrapie atipico/Nor98

A acumulacdo da forma patogénica (PrP*) é a chave para a compreensdo das TSEs, e a sua
presenca é usada como método de diagndstico. Ha varios fendtipos reconhecidos destas
doencas que se diferenciam pelo tempo de incubacéo, distribuicdo da PrP* e padrdo de
deposicao desta. O hospedeiro também contribui para o fendtipo da doenga com o gene prnp
que codifica para a proteina PrP°, sendo um sentenciador para a suscetibilidade ao scrapie e
respetivo fenotipo.

Os ovinos homozigdticos e heterozigéticos para o alelo ARR sdo considerados resistentes ao
scrapie classico e a BSE. Esta resisténcia constituiu a base de uma politica de selecdo
genética em larga escala em que se pretendeu o controlo das TSEs, aumentando a frequéncia

do alelo ARR e colocando nos rebanhos afetados animais ARR.
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No scrapie atipico/Nor98 a suscetibilidade genética é bastante diferente daquela observada
nas TSEs classicas, sdo os animais AHQ e AFRQ o0s mais suscetiveis. Os animais ARR
heterozigoticos e homozig6ticos também sdo afetados. Os ovinos com scrapie atipico/Nor98
tém muitas vezes um polimorfismo na posicdo 141 do gene para a PrP que codifica
fenilalanina (F) em vez da Leucina (L), o que parece conferir suscetibilidade a infecdo por
scrapie atipico/Nor98 (Pongolini, 2009).

Na tabela 10, estdo referidos os gendtipos de 241 casos de scrapie atipico/Nor98 de 4 paises
(Arsac et al., 2007; Likhen et al., 2007; Moum et al., 2005)

Tabela 10 - Genétipos da PrP* associada ao scrapie atipico/Nor98

Gendtipo (136/141/154/171) Observacgoes (n=241) Frequéncia (%o)
ALRQ/ALHQ 34 14.1
ALHQ/ALRR 32 13.3
AFRQ/ALRR 31 12.9
ALHQ/ALHQ 29 12.0
AFRQ/AFRQ 23 9.5
AFRQ/ALRQ 23 9.5
AFRQ/ALHQ 21 8.7
ALRR/ALRR 21 8.7
ALRQ/ALRQ 8 3.3
ALRQ/ALRR 8 gic
AFRQ/VLRQ 5 2.1
ALHQ/ALRH 3 1.3
ALHQ/VLRQ 1 0.4
ALRH/ALRR 1 0.4
ALRH/ALRH 1 0.4
AFRQ/ALRH 0 0
ALRQ/ALRH 0 0
ALRQ/VLRQ 0 0
ALRH/VLRQ 0 0
ALRR/VLRQ 0 0
VLRQ/VLRQ 0 0
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Mais de uma década ap6s a descoberta do scrapie atipico/Nor98 (Benestad et al., 2003), ha
ainda muitas questdes por resolver acerca da genética da PrP e suscetibilidade a doenca. Esta
provado porém que o scrapie atipico afeta animais com genotipos da PrP diferentes dos do
scrapie classico. Pode ocorrer que o scrapie atipico/Nor98 esteja a ocupar um nicho de ovinos
geneticamente resistentes ao scrapie classico. Podera ser indicador de competicdo entre
estirpes, e exclusdo da dupla infecdo. Estes factos ainda ndo sdo definitivos. Ha ainda a
possibilidade alternativa de que o scrapie atipico/Nor98 ocorra espontaneamente (esporédica,
ndo contagiosa), porque em geral tém ocorrido mais casos isolados de scrapie atipico/Nor98
(Tranulis, Benestad, Baron & Kretzschmar, 2011). O scrapie atipico/Nor98 seria a primeira
TSE com esta classificacdo: a CJD esporadica (sCJD) em humanos também nao se lhe
conhece a origem. Os casos de sCJD sdo n&o-relacionados, ndo-familiares, e ndo aparentam
alguma associacdo genetica entre si. Ocorrem em locais arbitrarios e independentemente de
outras TSEs (Mead et al., 2009).

Uma das primeiras descricbes completas da genética da PrP para o scrapie atipico/Nor98 foi
determinada por Moum et al. em 2005. Apresentou 4 coddes (coddes 136, 141, 154 e 171) em
38 casos de Nor98 reunidos entre 1998 e 2004, chegando a 4 conclusbes maiores.
Primeiramente, todos 0s animais eram homozigoticos para alanina no coddo 136 (AAz1ss para a
PrP). O alelo VRQ que confere a maior suscetibilidade ao scrapie classico na Noruega
(Tranulis. et al., 2011) estava completamente ausente dos casos de Nor98, embora presente
em individuos de rebanhos saudaveis. Em segundo caso, havia predominante representacdo de
animais portadores do alelo AHQ em genétipos HH**homozigoticos e HR**heterozigdticos. A
terceira conclusdo diz-nos que o alelo AF141RQ parece conferir maior suscetibilidade do que o
alelo AL*RQ. De facto, o alelo AF141RQ confere maior risco do que o alelo AHQ. A elevada
frequéncia do alelo ARR em animais heterozigoticos afetados também surpreendeu. Este alelo
é bastante raro em casos de scrapie classico. A idade média do inicio da doenca foram os 6
anos, mas ndo foi encontrada nenhuma associacao entre idade e genotipo. Podera ser, entdo,
que esta idade média, superior aguela do scrapie classico se deva a geno6tipos distintos.

Outros estudos sobre o scrapie atipico/Nor98 da Alemanha (Lihken et al., 2006), Franca
(Arsac et al., 2007), e do Reino Unido (Bruce et al., 2007; Saunders, Cawthraw, Mountjoy,
Hope & Windl, 2006) chegaram a mesma conclusdo de que este tipo de scrapie esta
fortemente associado com os coddes 141 e 154 para a PrP (Tabela 10). A suscetibilidade dos
homozigdticos RR171 levanta enorme preocupacdo pelos planos de erradicacdo e criacdo em
membros da EU que criaram uma elevada frequéncia de animais ARR/ARR como forma de

erradicar o scrapie classico.
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Tal como nos ovinos, 0s caprinos com os gendtipos que codifiqguem para a PrP HH=¢ HR**
parecem ser alvo do scrapie atipico/Nor98, embora ainda seja cedo para estabelecer esta
associacao estatistica.

Ainda faltam experiéncias em ovinos e ratinhos transgénicos para averiguar 0s genotipos
suscetiveis. Talvez entdo se possa explicar porque o genétipo VRQ/AHQ apresenta fraco
risco para ambos os tipos de scrapie, apesar de conter dois alelos com maior suscetibilidade
para os scrapies classico e atipico/Nor98, respetivamente (Moum et al, 2005).

Até ao momento, a maioria dos casos ocorre entdo em ovinos mais velhos e em gendtipos
para a PrP associados a relativa resisténcia ao scrapie classico, nomeadamente, aqueles que
contém ARR e AHQ ou AF “RQ.

1.4.5. Transmissao e Patogenia de scrapie atipico/Nor98

Desde a descoberta do scrapie atipico e sua subsequente identificacdo, sobretudo através de
vigilancia ativa, em diversos paises (alguns sem nenhuma histéria de encefalopatias
espongiformes transmissiveis como a Nova Zelandia e a Australia), tem-se discutido se esta
TSE é de facto espontanea ou adquirida. Os estudos epidemioldgicos indicam que o scrapie
atipico/Nor98 ndo aparenta ser transmitido entre animais em condigdes naturais (Andréoletti,
Orge, Benestad, Beringue & Litaise, 2011). Nas TSEs, é maioritariamente aceite que a
ingestdo de material infetado, (transmissdo por via oral) seja o componente chave de
transmissdo em algumas TSEs, como a Kuru, a variante da doenca de Creutzfeldt-Jacob, a
encefalopatia espongiforme bovina, e a encefalopatia transmissivel do visdo (Chesebro,
2003).

A populacdo ovina tem demonstrado suscetibilidade a estirpes particulares de TSEs que varia
de acordo com os polimorfismos do gene que codifica a proteina pridnica dos ovinos. A
transmissao experimental de scrapie atipico a ovinos ap6s inoculacdo intracerebral tem estado
relacionada a um genétipo particular (A13sH154Q171,A136H154Q171) (Simmons et al., 2010).

A distribuicdo tecidular da proteina patoldgica (PrP*) em ovinos infetados pela encefalopatia
espongiforme bovina fez levar a cabo medidas de saude publica de monta, baseada no
conhecimento da patogénese e distribuicdo da PrP* em tecidos ediveis, e sua consequente
remocao de carcagas de animais acima de uma certa idade. O scrapie classico pode também
mostrar distribuicdo ubiqua da PrP* nos tecidos periféricos. Os dados mais recentes relativos
ao scrapie atipico indicam que os tecidos periféricos de animais naturalmente infetados com
esta forma de scrapie podem hospedar capacidade infecciosa mesmo na auséncia de PrP*
detetavel (Andreoletti et al., 2011). Porém, ndo é certo se esta capacidade infecciosa se

estabelece antes ou depois da propagacdo do agente no sistema nervoso central.
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A informacéo acerca da distribuicédo tecidular do scrapie atipico/Nor98 no hospedeiro é ainda
limitada. Contudo, os dados indicam que a PrP patoldgica ndo tem sido detetada em tecidos
periféricos, embora haja infecciosidade, sugerindo que este agente infeccioso parece restrito
ao SNC, evidenciando notavel neurotropismo. Esta caracteristica indica que o risco de infecao
por scrapie atipico/Nor98 pela dieta possa ser considerado baixo. Este neurotropismo sustenta
a hipotese de que o agente do scrapie atipico/Nor98 dificilmente se transmite para o ambiente
e entre individuos. A detecdo da PrP* estd normalmente correlacionada com a presenca de
infetividade (McKinley, Bolton, Prusiner, 1983, Elsen et al. 1999), mas a capacidade
infecciosa ja foi demonstrada na auséncia de detetavel PrP resistente a proteinase K
(Lasmezas et al., 1997). Todavia, a PrP* é atualmente considerada como o Gnico marcador
bioquimico das TSEs.

Ja foram identificadas varias estirpes de scrapie tendo em conta a distribuicdo pelos tecidos
do hospedeiro, diferentes periodos de incubacao, perfis lesionais, neuropatologia e resisténcia
a protease. Ao contrario do que acontece no scrapie classico, em que Varias estirpes ja foram
identificadas, no scrapie atipico/Nor98 nenhuma subestirpe foi identificada até a data. O
scrapie atipico/Nor98 surge como doenca ndo contagiosa, esporadica e neurodegenerativa dos
ovinos mais velhos. Numerosos estudos epidemioldgicos sugerem uma etiologia espontéanea,
possivelmente geneticamente determinada, influenciada pelo ambiente, e/ou fatores
metabdlicos. Na maioria dos casos had apenas um caso de scrapie atipico/Nor98 num rebanho,
0 que conduziu a suspeita da sua condicdo ndo naturalmente infecciosa. A transmisséo oral a
murganhos e roedores da espécieMyodes glareolus também falhou (Griffiths et al., 2010).
Todavia, o scrapie atipico/Nor98 foi transmitido por via intracerebral a ratinhos transgénicos
expressando o gene pridnico de ovinos (Arsac, Bétemps, Morignat, Féraudet & Bencsik,
2009) e de suinos (Espinosa et al., 2009). A transmissao intracerebral de scrapie atipico
também foi bem sucedida em ovinos (Simmons et al., 2007). Nesta espécie esta forma de
scrapie foi transmitida por via oral (Simmons et al., 2010), o que demonstra que se trata
mesmo de uma TSE.

1.4.6. Ocorréncia de scrapie atipico/Nor98 antes de 1998

A confirmacdo do diagndstico das TSEs baseia-se na detecdo de PrP* pelas técnicas de
imunohistoquimica (IHC) e Western Immunobloting. Nos casos de scrapie classico 0s
depdsitos de PrP* distribuem-se de forma mais disseminada e com diferente morfologia.
Observam-se também depdsitos de PrP* no ndcleo motor dorsal do nervo vago. O tipo de
deposicdo de PrP* no scrapie atipico é bastante diferente, com somente 3 formas (granular,

linear e perineuronal). O scrapie classico e atipico também diferem na sua disposicdo
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neuroanatémica, sendo que a regido rostral do cérebro é mais afetada pelo scrapie atipico e a
caudal mais afetada pelo scrapie classico. A PrP* no scrapie atipico também origina
diferentes perfis usando a técnica de Western Immunobloting, com a presenca de uma banda
proteica de aproximadamente 12 kDa (Benestad et al., 2003; Buschmann, Biacabe, Ziegler,
Benesik, 2004).

Estas metodologias foram as utilizadas nos dois estudos retrospectivos reportados, ambos
efectuados no Reino Unido. O primeiro identificou um ovino com scrapie atipico/Nor98 do
ano de 1989 (Bruce et al., 2007), e o segundo estudo um caso datado de 1987 (Webb et al.,
2009). Neste segundo estudo (Tabela 11) o caso de scrapie atipico identificado correspondia a
um ovino suspeito de scrapie ou listeriose que apresentava “comportamento bizarro”. A altura
ndo se observou vacuolizacdo ao exame histopatologico e dai se excluiu o diagnostico de
scrapie. Mais tarde a imunopatologia revelaria um diagndstico consistente com o scrapie
atipico, sendo o genétipo AHQ/AHQ, um dos gendtipos mais associados ao scrapie atipico e

com alguma resisténcia ao scrapie classico (Simmons et al., 2010).

Tabela 11 - Namero de animais testados por imunohistoquimica (IHC) entre 1980 e 1989
no Reino Unido (Webb et al., 2009)

Ano  N°de animais negativos  N° de animais positivos N° de amostras

para o scrapie para o scrapie improprias para
diagnostico

1980 3 14 0

1981 1 0 0

1982 10 5 2

1983 69 (3) 10 3

1984 139 19 4

1985 132 15 2

1986 145 (7) 24 12

1987 197 (12) 34 17

1988 223 (19) 23 4

1989 236 (7) 29 13

Total 1155 173 57

O n° de caprinos encontra-se entre paréntesis
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A anélise estatistica de animais encontrados mortos e em matadouro indicam que 0 scrapie
atipico podera ser uma doenga espontanea com pouca ou nenhuma transmissibilidade entre
ovinos. De facto, casos adicionais de scrapie atipico em rebanhos é rara, embora a
transmissdo experimental da doenca tenha sido provada (Le Dur et al., 2005, Simmons et al.,
2007). O scrapie atipico ja ndo é considerado raro relativamente ao scrapie classico na
maioria dos paises europeus (Moore, 2008).

Apesar de ndo se saber o potencial zoonotico do scrapie atipico, a auséncia de doenca humana
com caracteristicas semelhantes ao scrapie atipico pode ser interpretada com maior otimismo

se houver prova de que a exposicao a este tipo de scrapie ndo é um fenémeno recente.

1.4.7.A situacdo de Portugal

Portugal foi um dos primeiros paises europeus a descrever a existéncia de scrapie atipico.
Num estudo em que mais de 30 000 pequenos ruminantes foram testados para as TSEs,
identificaram-se sete casos de scrapie atipico. N&o foi identificado nenhum caso de scrapie
classico, assim como sucedeu em estudos anteriores. Este facto surpreendeu dado que em
varios paises europeus o scrapie classico é enzodtico, inclusivé em Espanha (Orge et al.,
2004).

Entre os anos de 2003 e 2008, 375 459 pequenos ruminantes foram testados: o scrapie atipico
foi identificado em 328 pequenos ruminantes (326 ovinos e dois caprinos). O perfil
eletroforético da PrP* mostrou-se idéntico aquele observado na Nor98, com 3 ou 5 bandas
entre 0s 30 e os 12 kDa, confirmando que em Portugal o scrapie atipico € o Nor98 (Orge et
al., 2010). A genotipagem para 0 prnp nos casos de scrapie atipico revelou uma variedade de
gendtipos, incluindo ARR/AFRQ, ARR/ARR, ARQ/AFRQ e AFRQ/AFRQ. Estes resultados
vieram confirmar a prévia associacdo a genotipos raramente atribuidos ao scrapie classico
(Orge et al., 2004). Ainda neste estudo, 12 ovinos resultaram positivos para o scrapie classico
por teste rapido, histopatologia e Western Immunobloting, representando a identificacdo pela
primeira vez desta doenca em Portugal. Foi observada vacuolizacdo neuronal no nicleo motor
dorsal do nervo vago e vacuolizacdo do neuropilo ventralmente a esse nucleo , tipicas de
scrapie classico. Todos 0s casos mostraram marcagdo intracelular especifica (intraneuronal e
intraglial) e deposicéo extracelular em granulos coalescentes, perineuronal e linear (Orge et
al. 2010).

Enquanto o scrapie atipico/Nor98 se encontra disperso pelo pais, o scrapie classico acha-se

confinado a dois rebanhos vizinhos de producdo leiteira no interior- centro do pais.
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O scrapie atipico é entdo a TSE predominante em pequenos ruminantes no nosso pais,
diferentemente de outros paises europeus aonde o scrapie classico se tem revelado enzodtico

ao longo de décadas (Orge et al., 2010).

1.4.8. Estratégias de controlo

A Comissdo Europeia estabeleceu trés estratégias para os dois tipos de scrapie: 1) stamping
out: todos os animais de rebanhos positivos sdo abatidos e todos os adultos ou uma
amostragem sdo testados; 2) abate seletivo: os animais sdo genotipados e aqueles com
gendtipos mais propensos ao scrapie classico sao destruidos e testados; 3) vigilancia intensiva
da exploragdo em que, durante 2 anos os animais adultos sdo testados, enviados para o
matadouro e 0s encontrados mortos na exploracdo. A Italia aplicou um abate seletivo alargado
em rebanhos positivos para o scrapie classico. Dentro dos trés tipos de estratégias, registam-
se diferencas consoante os paises. Algumas vezes os animais de rebanhos suspeitos tal como
o0s de rebanhos contiguos sdo incluidos na estratégia de controlo. A idade minima de animais
testados também varia. A proporcéo de animais testados de entre os animais destruidos difere
e, diferentes gendtipos sdo escolhidos durante o abate seletivo e consequentemente testados.
Também houve diferencas ao longo do tempo dentro dos proprios paises. O stamping out foi
aplicado em 5 paises para 0 scrapie classico e em 7 paises para o scrapie atipico. O abate
seletivo foi aplicado em 6 paises para o scrapie classico e em 8 paises para o0 scrapie atipico.
A vigilancia intensiva foi aplicada num Unico pais para o scrapie classico e em 7 paises para o
scrapie atipico.

O controlo de movimentacdo animal aplicado inicialmente aos rebanhos com scrapie atipico
foi recentemente levantado, visto que ndo representa factor de risco para este tipo de scrapie.
Também se ira preconizar a certificacdo de rebanhos para o scrapie classico, que permitira
valoriza-los nas trocas intra e extracomunitarias (Regulamento (CE) n° 630/2013 da
Comissdo, de 28 de junho de 2013).
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2. PARTE Il. TRABALHO EXPERIMENTAL

Este trabalho experimental foi desenvolvido nos setores de diagnostico
anatomohistopatolégico e de TSEs do laboratorio de Patologia do INIAV, durante o periodo
de 1 de Junho de 2010 a 04 de Abril de 2011.

2.1. Objetivos

Através de estudos retrospetivos no Reino Unido, foi confirmada a existéncia de casos de
scrapie atipico antes de 1998 (Bruce et al., 2007; Webb etal., 2009), sugerindo que esta forma
ndo € nova e que estara relacionada com o aumento da vigilancia e da maior sensibilidade dos
meios de diagndstico. Com o presente estudo pretendeu-se determinar a potencial ocorréncia
de scrapie em Portugal antes de 2002, reexaminando, pelos atuais métodos de diagnostico,
amostras de pequenos ruminantes arquivadas entre 1995-2002. Também se pretendeu

contribuir para a caracterizacao epidemioldgica desta doenga no nosso pais.

2.2.Material e Métodos

2.2.1.Caracterizacdo da amostragem

Para este estudo foram selecionadas amostras de pequenos ruminantes incluidas no projeto
PAMAF —IED 3021 intitulado “Estudo da Patologia do Sistema Nervoso Central nos
Pequenos Ruminantes”, bem como de outros casos de ovinos e caprinos com sintomatologia
nervosa arquivados no setor de diagnéstico anatomohistopatoldgico, Laboratdrio de Patologia
do INIAV, entre os anos de 1995 e 2002.

O projeto PAMAF foi desenvolvido entre 1995-1998 em pequenos ruminantes com sinais
clinicos de indole nervosa, cujo exame histopatologico para pesquisa de lesdes de scrapie ndo
revelou a vacuolizacgdo caracteristica para esta doenca.

A amostragem consistiu em blocos de parafina das seguintes regides anatdbmicas do sistema
nervoso central,por serem as mais afetadas pelo scrapie atipico, o de maior prevaléncia em
Portugal:

- Obex;

- ponte;

- mesencéfalo;

- cerebelo;

-cOrtex cerebral.
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Destes pequenos ruminantes selecionaram-se 305 animais, tendo sido encontrados 877 blocos
de parafina correspondentes a 155 animais (150 ovinos e 5 caprinos). Nenhum bloco foi
encontrado para analises com data de entrada do ano 2000.

No presente trabalho, todas estas amostras foram submetidas a técnica de imunohistoquimica
para a detecdo de PrP*,

Na tabela em anexo (Tabela 14), descreve-se a amostragem na sua totalidade por ordem
cronoldgica, desde 1995 a 2002, bem como o numero de blocos de parafina encontrados para
cada animal; a espécie correspondente; a idade e a exploracdo, quando identificada, bem
como os resultados relevantes obtidos para o0 SNC.

Em termos de distribuicdo geografica dos animais analisados, a correspondéncia por Direcdo
Regional de Agricultura (DRA), encontra-se indicada na tabela seguinte (Tabela 12):

Tabela 12 - Descricdo geogréafica da amostragem de acordo com a DRA de origem dos
animais

DRA NUmero de animais NuUmero de blocos de
parafina
DRA Norte 0 0
DRA Centro 32 (31 ovinos, 1 caprino) 183 (178 ovinos, 5 caprinos)
DRA Lisboa e Vale 27 (ovinos) 148 (ovinos)
do Tejo
DRA Alentejo 94 (90 ovinos, 4 caprinos) 612 (593 ovinos, 19 caprinos)
DRA Algarve 2 (ovinos) 24 (ovinos)
Total 155 (150 ovinos, 5 caprinos) 877 (853 ovinos, 24 caprinos)

2.2.2. A técnica de Imunohistoquimica (IHQ)

Este trabalho consistiu na efectivacdo de 17 ensaios de imunohistoquimica de acordo com o
procedimento de ensaio em utilizacdo no setor de diagndstico das EETs, método acreditado
pelo Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC), o organismo nacional de acreditacéo
requerido pelo Regulamento (CE) n.° 765/2008.0 IPAC ¢ membro da infra-estrutura europeia
de acreditacdo, a European Cooperation for Accreditation (EA), bem como das estruturas
mundiais de acreditagéo, a International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) e o

International Accreditation Forum (1AF).
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Este método de IHQ é indireto, recorrendo ao complexo avidina-biotina (ABC) conjugado
com a enzima peroxidase. A revelacdo foi feita com diaminobenzidina (DAB) e peroxido de
hidrogénio, que conferiu cor castanha & imunomarcacéo e a coloracdo de fundo foi feita com
Hematoxilina de Mayer.

O anticorpo anti-PrP usado foi o monoclonal (MAb) 2G11 dirigido contra o epitopo 146-
R™R!.182 da PrP, comercializado pelo Instituto Pourquier. A selecdo deste anticorpo
baseou-se no facto deste ter evidenciado melhores resultados de imunomarcagdo para a
detecgdo de PrP*° em casos de scrapie, no ambito da avaliagdo efetuada pelo projecto europeu
FAIR CT 98-7021, em que um dos objectivos foi padronizar a técnica de imunohistoquimica

nos varios laboratdrios de referéncia para o diagnostico das TSEs.

As etapas do procedimento de ensaio incluiram:

a) Execucdo de cortes de 4 um de espessura colhidos em laminas adesivadas
(Superfrost Plus®);

b) Secagem dos cortes a 50° C durante a noite;

c) Desparafinacdo dos cortes em dois banhos de xilol 3 minutos (min) cada;

d) Rehidratacdo dos cortes: alcool etilico absoluto (duas vezes, durante 3 min); alcool
etilico a 90% (v/v) (durante 1 minuto); alcool etilico 70% (durante 1 min);

e) Recuperagdo antigénica: imersdo em acido férmico a 98% durante 30 min, seguida
de passagem dos cortes em agua corrente (5 min) e em agua destilada (5 min);
tratamento térmico a 121°C (cadmara de pressdo PASCAL da DakoCytomatation)
com tampéo citrato (10 mM; pH 6.1) durante 30 min;

f) Arrefecimento dos cortes em &gua destilada (5 min);

g) Incubacdo com Solucdo de Bloqueio da atividade da Peroxidase Enddgena (H.0- a
3% (v/v) em metanol) durante 30 min;

h) Passagem dos cortes em agua corrente (5 min);

i) Passagem dos cortes em TBS (50 mM TRIZMA® base; 0.8% NaCl; pH 7,6)
(5min);

J) Montagem das laminas nos suportes Coverplate™Shandon e colocagdo no
dispositivo Sequenza®;

k) Incubacdo com Solucdo de Blogueio de reacgOes inespecificas (soro normal de
cavalo 20% (v/v) em TBS) a temperaturaambiente 30 min;

1) Incubagdo com o anticorpo primario MAb 2G11 (diluicdo 1/200 em TBS com 10%
(v/v) de soro normal de cavalo) a temperatura ambiente durante 60 min;

m) Lavagem com TBS por 3 vezes 5 min;
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n) Incubacdo com anticorpo secundario biotinilado de cavalo anti-murganho
(Vector®), (diluicdo 1/200 em TBS com 10% de soro de cavalo) durante 30 min;

0) Lavagem com TBS por 3 vezes 5 min;

p) Incubacdo com o complexo avidina-biotina-peroxidase (kit Vectastain ABC
Elite,Vector®) durante 30 min;

q) Lavagem com TBS por 3 vezes 5 min;

r) Revelacdo com DAB e Perdxido de Hidrogénio(Vector®) durante 5 min;

s) Lavagem em agua corrente durante 5 min;

t) Coloracdo de contraste com Hematoxilina de Mayer durante 1 min;

u) Lavagem em &gua corrente (azular);

v) Desidratacéo dos cortes: &lcool etilico a 90%; alcool etilico absoluto e xilol
durante 1 min cada;

a) Montagem das laminas com lamela e meio de montagem Entellan®

2.2.3. Condic0es de Leitura

Todos os cortes histologicos foram observados por microscopia Optica (Microscépio
Olympus®, BX60F5) e as imagens captadas por um sistema digital através do programa de
analise de imagem AnalySIS® 3.0, Soft Imaging System Gmbh.

Em todos os ensaios de imunohistoquimica foram utilizados um controlo negativo e um
positivo. O controlo negativo pertencia a um animal negativo ao teste rapido TeSeE BIORAD
sem qualquer padrdo de imunomarcacéo.

O controlo positivo proveio de um animal com resultado positivo ao teste rapido TeSeE
BIORAD, exibindo imunomarcacdo e um perfil eletroforético de PrP* caracteristicos do
scrapie atipico (confirmados através dos métodos de diagndstico complementar Western
ImmunoBlotting e IHQ).

De acordo com a regido do SNC, considerou-se caracteristica de PrP* de scrapie
atipico/Nor98 a seguinte imunomarcacdo (Benestad et al., 2003, 2008; Orge et al., 2004,
2010):

- no cortex cerebral — particulas ou granulos, dispondo-se numa distribuicdo laminar nas
camadas internas;

- no cerebelo — particulas ou grénulos dispersos na camada granulosa e, também, na camada
molecular com uma distribuicdo sinéptica;

- no mesencéfalo — podem verificar-se particulas ou granulos dispersos na substancia cinzenta

central;
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- na regido do dbex n&o se detecta PrP* no nlcleo motor dorsal do nervo vago e as particulas
ou granulos estdo restritos ao neurdpilo do nicleo do trato espinhal do nervo trigémeo e/ou do
nacleo do trato solitario;

- em qualquer das regiGes supramencionadas também se pode observar na substancia branca
granulos, por vezes, depositados em anel ou semi-anel (designada de imunomarcagéo
globular).

A observacdo de imunomarcacdo de PrP* foi efetuada segundo os itens da morfologia,
localizagdo e intensidade, a qual foi subjetivamente estimada de acordo com o0s seguintes
critérios (Hardt et al., 2000):

- 0: sem marcagéo;

- 1: fraca;

- 2: moderada;

- 3: forte marcacéo.

2.3.Resultados

Os resultados do procedimento técnico de imunohistoquimica encontram-se relatados na
tabela 13 por ordem cronoldgica, ao longo dos 17 ensaios realizados, sendo descritos o
namero da analise em causa (n° analise/ano), a espécie correspondente, a area do sistema
nervoso central (SNC) analisada e o resultado imunohistoquimico para cada analise.
Incluiram-se ainda no campo do resultado da analise observacdes relevantes, como por
exemplo a ocorréncia de artefactos.

As analises repetidas por perda de corte durante os ensaios ou para esclarecimento de
artefatos encontram-se assinaladas.

A maior parte dos animais analisados correspondeu a andlises do ano 1999 (n=117),
contrastando com os restantes anos (1995 n=2; 1996 n=11; 1997 n=3; 1998 n=3; 2001 n=3 ¢
2002 n=4); o 6bex, o cerebelo e o cortex cerebral foram as regides neuroanatdmicas mais
representadas, correspondendo também as areas utilizadas para o diagnostico de scrapie
atipico/Nor98.

Em todos os ensaios, ndo se detetou qualquer imunomarcacao no controlo negativo (Figura 3)
e 0 controlo positivo apresentou a morfologia, a distribuicdo e a intensidade de
imunomarcacdo de PrP*esperadas (Figuras 4a-d e 5), de acordo com o descrito para a forma
atipica/Nor98, pelo que todos os ensaios foram validados.

A imunomarcacgdo consistiu huma forte marcagdo em particulas ou granulos de marcacao

observadas ao nivel da camada molecular (Figuras 4a-c), numa marcacao globular moderada a
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forte ao nivel da substancia branca do cerebelo (Figura 4d), assim como numa moderada
marcagdo em granulos na granulosa do cerebelo (Figura 5).

Em alguns cortes foram observados alguns artefactos, mas que no entanto ndo afetaram o
método de detecdo de PrP* por imunohistoquimica (Figuras 6;7a e 7b).

Em 150 animais testados, ndo foi detetada imunomarcacgdo caracteristica (0 - sem marcacao
correspondendo a um resultado Negativo (Neg). Nos restantes 5 animais, todos da espécie
ovina, foi observada uma imunomarcacao fraca (intensidade 1 de marcacéo), interpretando-se
os resultados como Inconclusivos. (Tabela 13; Figuras 8-14).

A referida imunomarcacao observada consistiu em particulas dispersas ao nivel da camada
molecular do cerebelo dos ovinos 1549/96 (Tabela 3-1° ensaio; Figura 8), 2219/99 (Tabela 3-
17° ensaio; Figuras 9a e 9b) e 2475/99 (Tabela 3-13° ensaio; Figuras 10a e 10b). O ovino
10884/99 apresentou também uma fraca imunomarcacdo em granulos agregados na camada
granulosa do cerebelo (Tabela 3-11° ensaio; Figuras 11a e 11b).

No cortex cerebral dos ovinos 11511/99 (Tabela 3-15° ensaio; Figuras 12a e 12b) e 10884/99
(Tabela 3-11° ensaio Figura 13) detetaram-se particulas finas orientadas em linhas.

A imunomarcacdo na substancia branca descrita como caracteristica do scrapie atipico/Nor98
foi apenas observada, também de uma forma incipiente, no ovino 1549/96 (Figura 14).

Ao nivel do 6bex ndo foi detetada qualquer imunomarcacao.
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Tabela 13- Identificacio das amostras e resultados obtidos em cada ensaio de Imunohistoquimica

Resultado Imunohistoquimica

Regiio Neuroanatomica

Data THQ Espécie N° analise Obex Ponte Mesencéfalo  Cerebelo  Cortex cerebral Observacoes
ovino  3863/95 Neg Neg Artefatos congelagio
ovino  10509/95 Neg
ovine 342/96 Neg Neg Artefatos congelagdo
ovino 1133/96 Perda de corte Neg Vacuolizacdo artefactual
ovitlo 1542/96 Neg Neg Vacuolizacdo substancia cinzenta

. ovine 1546/96 Neg Perda de corte Inconclusivo

IITEI;:S:AOIB ow:no 2062/96 Neg Neg
ovino 2667/96 Neg Neg Neg
ovine  4145/96 Neg Neg
ovino  5087/96 Neg Artefatos congelagio
ovino  5089/96 Neg Neg
ovino 5091/96 Neg Neg
ovino  2224/97 Neg Artefatos congelagdo
ovino  5361/96 Neg Neg Neg
ovino 1500/97 Neg Neg Artefatos congelagio
ovino  3012/97 Neg Neg

JENSALO 0\-“1:110 3080/98 Neg Artefatos congelagdo

300010 avino 6873/98 Neg Neg
ovino  7796/98 Neg Artefatos congelagdo
ovino 3202/99 Neg Neg Neg
ovino  3448/99 Neg Neg
ovino  3579/99 Neg Neg Neg
ovino  3038/99 Neg Neg
ovino  3199/99 Neg Neg Neg
ovino  3205/99 Neg Neg Neg
ovino 3574/99 Neg Neg Artefatos congelagio

3*ENSAIO  ovino 3791/99 Neg Neg Neg

12-10-10 ovine 4017/99 Neg Neg Neg
avino 4250/99 Neg Neg Neg
ovino 5095/99 Neg Neg Neg
ovino  10520/99 Neg Neg Neg
ovino  10286/99 Neg Neg Neg
ovino  1133/96% Neg
ovino  2224/97* Neg
ovitio 1458/99 Neg Neg Neg
ovino  3906/99 Neg Neg Neg
4°ENSAIO  caprino  3908/99 Neg Neg Neg
13-10-10 ovite 3909/99 Neg Neg Neg
ovino  4021/99 Neg Neg Neg
ovino  4023/99 Neg Neg Neg
ovino  4257/99 Neg Neg Neg
ovino  10881/99 Neg Neg Neg
avino 2218/99 Neg Neg Neg
ovino  2380/99 Neg Neg Neg
ovino  3437/99 Neg Neg Neg
ovino  3441/99 Neg Neg Neg
ovino  3448/09% Neg Neg
S°ENSAIO  ovino 3582/99 Neg
3-11-10 ovite 3069/01 Neg Neg
ovino  3070/01 Neg Neg
ovino  3071/01 Neg
ovino  2582/02 Neg Neg Artefatos congelagio
ovino 3487/02 Neg Neg
ovino  3915/02 Neg
ovine 2215/99 Perda de corte Perda de corte Neg
ovino 2474/99 Neg Neg Neg
ovino  3440/99 Neg Neg

60;—:?118?30 ovino  3443/99 Neg Neg Neg
avino 3785/99 Neg Neg Neg
ovino  9768/99 Neg Neg Neg
ovino  4676/02 Neg Neg Neg

Neg- auséneia de marcacdo (0); Inconclusivo- imunomarcacdo fraca (1); * Ensaio de repeticdo Area no disponivel
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Tabela 13- Identificacio das amostras e resultados obtidos em cada ensaio de Imunohistoquimica (Continuagio)

Resultado Imunohistoquimica

Regiio Neuroanatomica

Data IHQ Espécie N° analise Obex Ponte Mesencéfalo  Cerebelo  Cortex cerebral Observacoes
ovino  3442/99 Neg Neg Neg
caprino  3907/99 Neg Neg Neg
ovino  3910/99 Neg Neg Neg
_ ovino 4019/99 Neg Neg Neg
*;ISI;T?P;I(? ovino  9764/99 Neg Neg Neg
o ovino  10880/99 Neg Neg Neg
ovino  11158/99 Neg Neg Neg
ovino  11279/99 Neg Neg Neg
ovino  11778/99 Neg Neg Neg
ovino 2216/99 Neg Neg Neg
ovino  4018/99 Neg Neg Neg
ovino  4026/99 Neg Neg
ovino 4249/99 Neg Neg Neg
S°ENSAIO  ovino  4254/99 Neg Neg Neg
11-11-10 ovino  9765/00 Neg Perda de corte Neg Neg
ovino  10882/99 Neg Neg Neg
ovino  11278/99 Neg Neg Neg
ovino  11282/99 Neg Neg Neg
ovino  11777/99 Neg Perda corte
ovino 3204/99 Neg Neg Neg
ovine  3905/00 Neg Neg Neg
ovino  3911/99 Neg Neg Neg
ovino  4020/99 Neg Neg Neg
9°ENSAIO  ovino 9766/99 Neg Neg Neg
16-11-10 ovino  10521/99 Neg Neg Neg
ovino  11284/99 Neg Neg Neg
ovino  11512/99 Neg Neg Neg
ovino  11513/09 Nes Nes Nes Artefatos congelaqé\g; seccdo obex
= = = apenas hemiplano
ovino  3040/99 Neg Neg Neg
ovino 320699 Neg Neg Neg
ovino  3447/99 Neg Neg Neg
ovino  3787/99 Neg Neg Neg
101"‘511\115-?30 0\@0 5091/99 Neg Neg Neg
ovino 5097/99 Neg Neg Neg
ovino  10886/99 Neg Neg Perda de corte Artefatos congelagio
ovino  11160/99 Neg Neg Neg
ovino  11285/99 Neg Neg Neg
ovino  3581/99 Neg Neg Neg
ovino  3792/99 Neg Neg Neg
ovino  3793/99 Neg Neg Neg
ovino 4022/99 Neg Neg Neg
11;511\115};%0 ovino  4252/99 Neg Neg Neg
o ovino  4255/99 Neg Neg Neg
ovino  10883/99 Neg Neg Neg
ovino  10884/99 Neg Perda de corte Inconclusivo  Imconclusivo
ovino  11510/99 Neg Neg Neg
ovino 3037/99 Neg Neg Neg
ovino  3576/99 Neg Neg Neg
ovino  3577/99 Neg Neg Neg
12°ENSAIO  ovino  3784/99 Neg Neg Neg Neg
23-11-10 ovine 4024/99 Neg Neg Neg
ovino  4251/99 Neg Neg Neg
ovino  4253/99 Neg Neg Neg
ovino  3579/00* Neg Neg Neg
Neg- auséneia de marcacdo (0); Inconclusivo- imunomarcacdo fraca (1); * Ensaio de repeticdo Area no disponivel
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Tabela 13- Identificacdo das amostras e resultados obtidos em cada ensaio de Imunohistoquimica (Continuacio)

Resultado Imunohistoquimica

Regiio Neuroanatomica

Data THQ FEspécie N° analise Obex Ponte Mesencéfalo  Cerebelo  Cortex cerebral Observacdes
ovino  3789/99 Neg
ovino  3580/99 Neg Neg Neg
ovino  2215/99% Neg Neg Neg
ovino  11777/99% Neg
ovino  10886/99% Neg Neg
13°ENSAIO  ovino  11159/99 Neg Neg Neg
23-03-11 ovinoe 3783/99 Neg Neg Neg
ovino  3445/99 Neg Neg Neg
ovino 2475/99 Neg Inconclusivo Neg
ovino  5100/99 Neg Neg Neg
ovino  10889/99 Neg Neg
ovino  3041/99 Neg Neg Neg
ovino  10884/99% Neg
ovino  10888/99 Neg Neg Neg
ovino  1546/96* Neg
ovino  9765/09% Neg Neg
ovino 4025/99 Neg Neg
14°ENSAIO  ovino  3789/99* Neg Neg
24-03-11 ovine 3790/99 Neg Neg Neg
ovino  11283/99 Neg Neg Neg
ovino 3203/99 Neg Neg Neg
ovine  11775/99 Neg Neg Neg
ovino  3582/99% Neg
ovino 1283/99 Neg Neg Neg
ovino  11157/99 Neg Neg Neg
ovino  11511/99 Neg Neg Inconclusivo
ovino  3439/99 Neg Neg Neg Neg
avino 3438/99 Neg Neg Neg
i ovino  5098/99 Perda de corte Neg Neg
IFENSAIO o 11150/00% Neg Neg
2403211 01-“1:110 3573/99 Neg Neg Neg
ovino 3197/99 Neg Neg
ovino 3039/99 Neg Neg Neg
ovino  2216/99% Neg Neg
ovino  3578/99 Neg Neg Neg
ovino  3489/99 Neg
caprino  10606/99 Neg Neg Neg
ovino  3788/99 Neg Neg Neg
caprino  3782/99 Perda de corte Neg Perda de corte
ovino  3786/99 Neg Neg Neg
16°ENSAIO  ovino 5096/99 Neg Neg Neg
ovino  2477/99 Neg Neg Neg
30-03-11 ovino  10885/99 Neg Neg
ovino  11514/99 Neg Neg Neg
ovino  5098/09% neg
ovino 3444/99 Neg Neg Neg
ovino  10887/99 Neg Neg Neg
caprino  3782/00* Neg Neg
ovino  11774/99 Neg Neg Neg
ovino  11161/99 Neg Neg Neg
N ovino  2736/99 Neg Neg
17ENSAIO ovino  2478/99 Neg Neg Neg
05-04-11 0\“1:110 2476/99 Neg Neg Neg
ovino 2222/99 Neg Neg Neg
ovino  2221/99 Neg Neg Neg
ovine 2219/99 Neg Inconclusivo Neg
avino 3201/99 Neg Neg
Neg- auséncia de marcacdo (0); Inconclusivo- imunomarcacdo fraca (1); * Ensaio de repetigio Area no disponivel
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Figura 3 — Controlo negativo (analise 15593/08 do 2° ensaio) — 6bex, nicleo motor dorsal do
vago. Auséncia de marcacéo especifica; x200.

Figura 4a- Controlo positivo — cerebelo (analise 32458/10 controlo do 17° ensaio)
A imunomarcacéo especifica para a PrP* observada na camada molecular do cerebelo; x40.
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Figura 4b- Controlo positivo — camada molecular do cerebelo (anélise 32458/10 controlo do

17° ensaio)
A deposicao de PrP* distribui-se na margem da camada molecular; x100.

Figura 4c— Controlo positivo-camada molecular do cerebelo (analise 32458/10 controlo do

17° ensaio) — pormenor de 4b.
Detalhe da figura 4b para observacgdo dos granulos de imunomarcacdo de PrP* ao nivel da
camada molecular do cerebelo caracteristica do scrapie atipico/Nor98, evidenciando alguns

agregados (&reas assinaladas);x400.
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Figura 4d — Controlo positivo — cerebelo,substancia branca(analise 32458/10 controlo do 17°
ensaio).

Destaca-se aimunomarcacédo globular dispersa na substancia branca do cerebelo, embora haja
moderada marcagao ao nivel da camada granulosa; x400.

Figura 5 —Controlo positivo — cerebelo, camada granulosa (anélise13026/08 controlo do2°
ensaio).
Detalhe da imunomarcacédo granular observada ao nivel da camada granulosa; x400.
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Figura 6 — Artefactos de congelacao — substancia branca ao nivel cortexcerebral (anélise
3863/95).
Anélise negativa, mas com estrias e vactolos de congelacdo (areas delimitadas); x100.

A% RN B > e

Figura 7a —Artefactos de marcacédo no cerebelo (analise 1546/96).
Seccdo onde se notam duas situagdes suspeitas de marcacao (setas) que se comprovaram estar
fora do plano de corte; x400.
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Figura 7b — Artefactos de marcagdo observados noutra area da seccao de 7a (analise 1546/96

cerebelo).

A mesma sec¢do, mas noutra area, notando-se um ponteado (setas) que ndo é marcagao
especifica para a PrP*, pois encontra-se num segundo plano de corte;x400.

Figura 8 — Imunomarcacao no cerebelo do ovino 1546/96.
Discreta imunomarcacgdo em particulas (setas) na camada molecular do cerebelo- resultado

inconclusivo ; x400.

41



Figura 9a — Imunomarcacdo no cerebelo do ovino 2219/99.
Particulas dispersas (setas) na camada molecular - resultado inconclusivo; x400.

Figura 9b — Particulas de imunomarcacdo noutra area de observacao da seccdo do cerebelo do
ovino 2219/99.
Discreta imunomarcagdo em particulas (setas) na camada molecular; x400.
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Figura 10a —Imunomarcacgao em particulas dispersas (setas) na camada molecular do cerebelo
do ovino 2475/99 — resultado inconclusivo; x200.

Figura 10b — Camada molecular do cerebelo do ovino 2475/99. Pormenor da figura 10a;x400.



Figura 11a — Imunomarcacao em granulos agregados (setas) na camada granulosa do cerebelo
do ovino 10884/99 — resultado inconclusivo; x200.

Figura 11b —Camada granulosa do cerebelo do ovino 10884/99. Pormenor da figuralla; x400.
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Figura 12a— Imunomarcacéo no cortex cerebral do ovino 11511/99.
Notam-se particulas de imunomarcacao distribuidas em linhas (seta) ao longo do corte-
resultado inconclusivo; x400.

Figura 12b —Cortex cerebral do ovino 11511/99. Outra area da sec¢do da figura 12a; x400.
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Figura 13 —Imunomarcacdo em linhas no cortex cerebral do ovino 10884/99.
Resultado inconclusivo; x400.

Figura 14 — Imunomarcag&o na substancia branca do cerebelo do ovino 1546/96.
Presenca de varias granulos de imunomarcag&o (setas)-resultado inconclusivo; x400.
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2.4. Discusséo

O scrapie é uma doenca muito complexa. Do ponto de vista cientifico, a etipatogenia carece
melhor definicdo, a via de transmissdo natural ndo estd completamente esclarecida, ndo ha
medidas de prevencao eficazes, ndo ha tratamento, nem ha testes praticos em vida e efetivos
para os animais afetados quer com doenca clinica ou assintomaticos.

E neste contexto que este estudo retrospetivo, teve como objetivo determinar a ocorréncia de
scrapie em Portugal nas suas diferentes estirpes, antes de 2002, correspondente ao inicio da
Vigilancia Ativa no espaco comunitario, usando uma técnica até a data ndo utilizada na
detecéo de PrP*° - a imunohistoquimica.

Embora a amostragem de animais consistisse numa populagdo de risco, visto que
apresentavam sinais clinicos do foro neuroldgico, a amostragem de 155 animais poder-se-a
considerar reduzida para detetar esta afecdo, que é de baixa prevaléncia e que, em Portugal
entre 2003 e 2008, foi de 0.0874% (Orge et al., 2010). Curiosamente, no ambito da Vigilancia
Passiva para as TSEs (plano que inclui todos os animais que apresentem um quadro clinico
suspeito de scrapie), todos 0s pequenos ruminantes considerados suspeitos clinicos ndo
evidenciaram perfil lesional nem deposicdo de PrP* (dados ndo publicados). Todos os casos
positivos de scrapie tém vindo a ser detetados no ambito da Vigilancia Ativa, sem aparente
manifestacdo de sinais clinicos evidentes, apesar da intensidade de deposi¢cdo de
PrP*observada em alguns casos ser muito intensa, como se pdde constatar nos cortes dos
controlos positivos utilizados no presente estudo. Desconhece-se 0 mecanismo pelo qual séo
desencadeados os sinais clinicos destas doencas. Todavia, nos inquéritos epidemioldgicos
efetuados, foi possivel a descricdo retrospetiva de sinais clinicos observados nalguns casos,
sendo a ataxia, a perda de condicéo corporal e 0s tremores 0s sinais mais relatados (Orge et
al., 2010).

Como diagnostico diferencial para o scrapie, ha a considerar varias outras afec¢des como:
ectoparasitas, pseudoraiva (doenca de Aujeszky), raiva, listeriose, pneumonia progressiva
ovina (Maedi-Visna), cetose ovina, intoxicacdo por substdncias quimicas ou plantas, e
hipomagnesiémia.

De entre os cinco casos identificados como inconclusivos, 3 analises pertenciam a DRA do
Alentejo (casos 1546/96, 10884/99 e 2475/99), regido de Portugal mais afetada pelo scrapie
atipico; a analise 11511/99 a DRA de Lisboa e Vale do Tejo e a analise 2219/99 a DRA do
Centro, sendo que nestas regides também estdo descritos casos de scrapie atipico,
Relativamente aos sinais clinicos, o caso 1546/96 era suspeito de fotossensibilidade e de
encefalite pelo virus Maedi-Visna, cujos resultados do exame histopatologico do SNC

revelaram edema das células de Purkinje, neuronofagia e vacuolos e a pesquisa do virus
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resultou negativa. Os restantes casos eram suspeitos de scrapie e de listeriose, mas no exame
histopatoldgico ndo foram observadas vacuolizacdo caracterisitica de scrapie nem lesbes de
encefalite

Embora seja limitada a informacao em relacdo a idade dos ovinos analisados, as duas idades
registadas de 3 e 4 anos nos casos 10884/99 e 11511/99, respetivamente, sdo idades
consideradas menos frequentes nos casos de scrapie atipico/Nor98, visto que esta forma de
doenca tem sido confirmada essencialmente em animais com idade superior a 5 anos. A
incipiente imunomarcacao observada nos presentes casos podera corresponder a casos iniciais
de deposicdo de PrP*,

Relativamente as exploragdes de origem destes ovinos, so foi possivel efetuar rastreio no caso
1546/96 em cuja exploracdo ndo foi detetado nenhum caso de scrapie até a data.

Sabe-se também que a forma de scrapie mais prevalente no nosso pais € o atipico, sendo que
a banda de baixo peso molecular (< 14kD) observavel na técnica de Western ImmunoBlotting
para o scrapie atipico estd associada a uma menor resisténcia a digestdo pela proteinase K
(PK). Assim, esta aparente fragilidade da PrP* comparada a da PrP* associada ao scrapie
classico podera contribuir para uma perda de imunomarcacao relacionada com o tempo de
arquivo. Este aspeto foi previamente avaliado e demonstrou-se que a PrP* do scrapie atipico
continua a ser detetavel em blocos de parafina de arquivo, 0 mesmo néo se verificando a partir
de amostras de SNC que estejam fixadas em formol durante pelo menos 1 ano (Orge et al.,
2009), pelo que a imunomarcagdo nestas amostras arquivadas ndo tera ficado comprometida
pelo tempo de arquivo

A confirmagdo da imunomarcacdo observada e considerada inconclusiva nos 5 casos
identificados neste estudo requerera a realizacdo de ensaios de imunohistoquimica com mais
anticorpos anti-PrP e ensaios de detecdo de PrP* por Western Immunobloting a partir de
blocos de parafina e, eventualmente, ensaios de infecciosidade em murganhos, caso se
observe algum perfil eletroforético indicativo de PrP*. Adicionalmente a caracterizacio
destes casos podera ser completada com a determinacdo dos genétipos do gene prnp e assim

identificar se poderdo corresponder a gendtipos mais associados ao scrapie atipico.
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2.5. Concluséo

Ha registos de scrapie desde 0 ano de 1750 sob a forma de estudos retrospetivos com base em
relatos de pastores ou dos seus empregados. A doencga manteve-se alheia ao conhecimento dos
veterinarios durante os séculos XVIII e XIX, uma vez que os proprietarios, por receio de
perdas econdémicas, mantinham os surtos de scrapie encobertos. A transmissao da doenca era
abordada inicialmente pelos investigadores como sendo de origem hereditaria, sexualmente
transmissivel ou infetocontagiosa. Ap6s a demonstracdo do scrapie como doenca
transmissivel em 1936, o agente infeccioso, o prido, € identificado 70 anos depois.

Na amostragem analisada, embora limitada para uma doenca de baixa prevaléncia, foi
detetada uma imunomarcagdo sugestiva de PrP* da forma atipica de scrapie que requerera
confirmagéo por outros métodos analiticos.

Tal como no Reino Unido, esta afeccdo ja deveria existir antes de 1998, mas, atendendo as
limitacGes das técnicas de diagndstico associada a baixa prevaléncia e a um quadro clinico
partilhado por outras doengas, néo terd sido diagnosticada.

No caso de se confirmar como especifica a imunomarcacdo detetada neste estudo, poder-se-a
dizer que o scrapie atipico ja existiria em Portugal antes de 2002, correspondendo o ovino

1546/96 ao mais antigo caso identificado.
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ANEXO

Tabela 14- Descrigdo da amostragem utilizada neste estudo retrospetivo

Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos

17-05-1995 3863 17 ovino

27-12-1995 10509 9 ovino

24-01-1996 1133 2 ovino Encefalite

25-01-1996 342 8 ovino

01-01-1996 1546 11 ovino Maedi visna negativo VXT75A

01-02-1996 1542 8 ovino Oestrus ovis VXT75A

15-02-1996 2062 12 ovino VX24C

21-02-1996 2667 13 ovino Maedi visna negativo

23-04-1996 4145 3 ovino Cenurose cerebral

24-04-1996 5087 13 ovino Maedi visna positivo, alcaléides positivo

21-05-1996 5089 12 ovino Alcaldides negativo, doseamento Cu 7.82 mg/Kg | VW82E

21-05-1996 5091 13 ovino Maedi visna positivo

21-05-1996 5361 14 ovino Alcalbides negativo, doseamento Cu 7.82 mg/Kg

24-02-1997 1500 4 ovino

21-03-1997 2224 4 ovino
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Tabela 14- Descricdo da amostragem utilizada neste estudo retrospetivo (continuagao)

Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos

18-04-1997 3012 12 ovino

17-04-1998 3980 3 ovino

07-08-1998 6873 2 ovino

18-09-1998 7796 2 ovino Inconclusivo

02-02-1999 1283 5 ovino

19-02-1999 1458 4 ovino

12-03-1999 2215 10 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

12-03-1999 2216 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

12-03-1999 2218 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

12-03-1999 2219 3 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

12-03-1999 2221 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

12-03-1999 2222 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

18-03-1999 2380 14 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

19-03-1999 2474 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

19-03-1999 2475 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

19-03-1999 2476 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

19-03-1999 2477 3 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose

19-03-1999 2478 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose

29-03-1999 2756 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
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Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos

12-04-1999 3037 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
12-04-1999 3038 10 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
12-04-1999 3039 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
12-04-1999 3040 15 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
12-04-1999 3041 15 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
15-04-1999 3197 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
15-04-1999 3199 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
15-04-1999 3201 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

15-04-1999 3202 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
15-04-1999 3203 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

15-04-1999 3204 10 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

15-04-1999 3205 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

15-04-1999 3206 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

22-04-1999 3437 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

22-04-1999 3438 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

22-04-1999 3439 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

2-04-1999 3440 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE

22-04-1999 3441 5 ovino Histopatologico negativo ao TE

22-04-1999 3442 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE
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Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos

22-04-1999 3443 5 ovino Histopatologico negativo ao TE

22-04-1999 3444 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
22-04-1999 3445 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
22-04-1999 3447 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
22-04-1999 3448 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
24-04-1999 3489 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3573 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3574 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3576 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3577 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3578 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3579 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3580 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3581 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
28-04-1999 3582 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3782 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3783 5 caprino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3784 4 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3785 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
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Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos
04-05-1999 3786 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3787 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3788 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3789 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3790 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3791 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3792 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-05-1999 3793 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
07-05-1999 3905 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
07-05-1999 3906 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
07-05-1999 3907 5 caprino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
07-05-1999 3908 5 caprino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
07-05-1999 3909 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
07-05-1999 3910 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
07-05-1999 3911 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4017 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4018 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4019 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4020 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
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Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos
13-05-1999 4021 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4022 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4023 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4024 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4025 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
13-05-1999 4026 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4249 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4250 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4251 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4252 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4253 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4254 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4255 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
20-05-1999 4257 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
21-06-1999 5091 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
21-06-1999 5095 9 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
21-06-1999 5096 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
21-06-1999 5097 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
21-06-1999 5098 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
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Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos

21-06-1999 5100 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-11-1999 9764 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-11-1999 9765 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-11-1999 9766 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
04-11-1999 9767 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
04-11-1999 9768 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
23-11-1999 10520 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
23-11-1999 10521 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10880 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10881 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10882 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10883 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10884 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10885 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10886 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10887 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10888 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e a listeriose
02-12-1999 10889 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e a listeriose
09-12-1999 11157 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
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Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos
09-12-1999 11158 5 ovino Histopatologico negativo ao TE e listeriose
09-12-1999 11159 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
09-12-1999 11160 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
09-12-1999 11161 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
10-12-1999 11278 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
10-12-1999 11279 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
10-12-1999 11282 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
10-12-1999 11284 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
10-12-1999 11285 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
13-12-1999 11283 5 ovino
16-12-1999 11510 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
16-12-1999 11511 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
16-12-1999 11512 5 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
16-12-1999 11513 4 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose
16-12-1999 11514 5 ovino
22-12-1999 11774 5 ovino
22-12-1999 11775 5 ovino Histopatoldgico negativo para a listeriose
22-12-1999 11777 5 ovino Histopatologico positivo para a listeriose
2-12-1999 11778 5 ovino
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Data de entrada NUmero de NUmero de Espécie Resultados relevantes SNC Exploragéo
analise blocos

19-03-2001 3069 10 ovino Histopatologico negativo ao TE e listeriose

19-03-2001 3070 12 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose

19-03-2001 3071 4 ovino Histopatologico negativo ao TE e listeriose

15-03-2002 2585 2 ovino

16-04-2002 3487 7 ovino Histopatoldgico negativo ao TE e listeriose

03-05-2002 3915 2 ovino

05-06-2002 4676 10 ovino
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